


Uber die Wirkung von Siure 
auf die Eiweibvorstufe des Thrombins. 


Von 
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(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung. Kopenhagen.) 
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Mit 10 Abbildungen im Text. 


Das aus dem Muskelgewebesaft gewonnene Thrombin ist ebenso 
wie das Thrombin im Blut ein calciumhaltiges Lipoproteid, dessen 
prostethische Gruppe das Lipoid ist (1). Das aktive Lipoid ist alkohol- 
léslich und hitzebestandig und laBt sich an die EiweiSvorstufe des 
Thrombins kuppeln, wodurch aktives Thrombin entsteht (2). Das 
Lipoid ist identisch mit ,,der zymoplastischen Substanz* von Alexander 
Schmidt, dessen Befunde bekanntlich von Bordet und Howell vollig 
bestatigt wurden. Einfachshalber bezeichnen wir das gerinnungs- 
aktive Lipoid als Thrombokinase, weil diese Morawitzsche Benennung 
die gebrauchlichste geworden ist. In dieser Mitteilung soll iiber die 
Natur der EiweiBvorstufe des Thrombins (Prothrombin) berichtet 
werden. Wir verstehen darunter einen oder mehrere EiweiBkérper mit 
Globulincharakter, die sich mit Thrombokinase zum _ eigentlichen 
Thrombin umwandeln lassen. 

Zuerst berichte ich iiber Untersuchungen, welche zeigen, daB 
diese EiweiBkérper leicht durch Sauren denaturiert werden kénnen. 
Die ,, Denaturierung* spielt anscheinend eine groBe Rolle bei der Bildung 
des Thrombins. Wir fassen das Prothrombin als Globuline auf, die im 
Blutserum, Blutplasma oder in Organextrakten vorkommen und 


beschreiben gewisse Eigentiimlichkeiten dieser Globuline, die zur 
Charakterisierung des Prothrombins dienen. Wir berichten zuerst 
iiber die EiweiBvorstufe des Thrombins im Muskelsaft und vergleichen 
sie mit dem Prothrombin des Plasmas. 


1. Die Denaturierung der Muskelglobuline mit Siauren. 


Die grundlegende Beobachtung, die zu einer Methode der An- 
reicherung des aktiven Gerinnungsstoffes aus Muskelsaft fiihrte, war 
die, daB eine auBerordentlich kurze Einwirkung von Saéuren auf einen 
wasserigen Muskelextrakt eine Fallung von EiweiB ergibt, das in neu- 
traler Salzlésung unléslich ist (3). Nach Untersuchungen von Osborne (4) 
verhalt sich das Edestin Sauren gegeniiber ganz ahnlich. Osborne 
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nennt diese durch Sdaure irreversibel veranderten Edestinderivat: 
Edestan. Die Empfindlichkeit der Muskelglobuline gegeniiber de: 
Saureeinwirkung scheint viel gréBer als die des Edestins zu sein. Osborn: 
laBt die Saure recht lange Zeit auf das Edestin einwirken, bevor neutra- 
lisiert wird. Im Muskelextrakt haben wir die zugesetzte Saure so schnel! 
wie tiberhaupt moglich (nach wenigen Sekunden) neutralisiert, um eine 
tiefere Veranderung des EiweiBes, etwa im Sinne der Sekundarreaktion 
von Ettisch und Schulz (5) zu vermeiden. In bezug auf experimentelle 
Beispiele fiir diese Saure-Basenfaillungen aus Muskelextrakt weise ich 
auf friihere Arbeiten (3) hin. So zeigte Sdrensen (6), daB die Denatu- 
rierungsgeschwindigkeit mit der Saiurekonzentration wachst, daB aber 
die Denaturierungsprodukte nur in ihrem isoelektrischen Punkt aus- 
fallen. 

Um die Saurewirkung auf die betreffenden EiweiB8lésungen genau 
zu verfolgen, haben wir ein besonderes Verfahren, das man etwa als 
photometrische Titration bezeichnen kénnte, ausgearbeitet. 

Die Technik ist folgende. Eine bestimmte Menge der betreffenden 
EiweiBlésung, je nach ihrer Konzentration, etwa 0,05 bis 2,0 ceem, wird in 
ein Zangemeistersches Becherglas gebracht und 10 ccm destilliertes Wasser 
oder physiologische Kochsalzlésung zugegeben. Nach 2 Minuten wird die 
relative Triibung mit Hilfe des Pulfrichschen Stufenphotometers abgelesen. 
Mit einer Blutpipette wird eine bestimmte kleine Menge — z. B. 0,02 cem — 
einer n/100 HCl-Lésung zugesetzt, die Lésung durchmischt und nach 
1 Minute die Triibung abgelesen. Dann werden weitere 0,02 cem n/100 HC! 
zugesetzt, nach 1 Minute wieder abgelesen und das gleiche Verfahren nach 
Belieben fortgesetzt. Nach Beendigung des Saéurezusatzes wird mit n/100 
NaOH zuriicktitriert, und zwar so, daB die Lauge in genau so vielen Einzel- 
gaben zugesetzt wird, wie vorher die Séure. Auch beim Laugenzusatz wird 
nach je 1 Minute die relative Triibung abgelesen, bis die ganze Menge vorher 
zugesetzter Saéure neutralisiert ist. 

Man bekommt dann, wenn man die Triibungswerte und die zu- 
gesetzten Sdéuremengen graphisch darstellt, zwei Kurven, die eine fiir 
die Triibungswerte bei steigenden, und die andere bei abnehmenden 
Séuremengen (durch die stufenweise Riicktitration mit Lauge). Die 
beiden Triibungskurven von z. B. Muskel- oder Plasmaglobulinen 
decken sich nicht. Als Beispiel der zahlreichen Versuche, die alle 
dasselbe gezeigt haben, soll ein Versuch mit Muskelgewebesaft an- 
gefiihrt werden. 

Von einem frischen, wasserigen und klaren Muskelgewebeextrakt. 
dessen Herstellung wir friiher ausfiihrlich beschrieben haben (3), wurden 
0,15 cem in ein Zangemeister-Becherglas gegeben und mit 10 cem destillierten 
Wassers verdiinnt. Wie oben beschrieben, wurden n/100 HCl in Einzel- 
gaben von 0,02 cem zugesetzt, im ganzen 0,1 ccm. 1 Minute nach jedem Saure- 
zusatz wurde die relative Triibung bestimmt. Nach dem ganzen Saure- 
zusatz wurde zu derselben Lésung n/100 NaOH ebenfalls in Portionen von 
0,02 cem zugesetzt, und die relativen Triibungswerte abgelesen. 
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In Abb. 1 (925) gibt die Kurve 1 die Triibung als Funktion steigender 
Mengen von HCi an, und Kurve 2 die Triibung der gleichen Lésung als 
Funktion abnehmender Saiuremengen bei der Neutralisation mit Lauge 
die Kurve muB von rechts nach links gelesen werden). Man sieht, 
daB schon nach Zugabe der ersten Portion Lauge (0,02 cem n 100 
NaOH) die Triibung sehr stark ansteigt. Dieser Anstieg der Triibung 
setzt sich noch weit auBerhalb desjenigen Punktes fort, wo alle vorher 
zugesetzte Saure neutralisiert ist, und wo infolgedessen die Triibung, 
wenn keine Veranderung des EiweiBes eingetreten ware, auf die Anfangs- 
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Kurve 1. Die Triibung bei zunehmenden Siiuremengen. 
schoben. AuBer dieser Kurve 2. Die Triibung bei Racktitration mit Lauge. 


Verainderung ist die 

Léslichkeit des EiweiBes sowohl in reinem Wasser wie in Neutral- 
salzlésungen herabgesetzt. Die Ausflockungszone dieses mit Séure 
behandelten EiweiBes hat sich verbreitert, da die Ausfillung zwischen 
pu 10 und 9 anfangt und zwischen py 4 und 3 aufhért. Ebenso wie in 
destilliertem Wasser gehen diese Veranderungen durch Saure auch 
in physiologischer Kochsalzlisung vor sich (1019). Ahnliche irreversible 
Veranderungen der Léslichkeit dieser EiweiBe bekommt man durch 
Vorbehandlung mit Lauge. 

Wir haben die kleinste Verschiebung des py festgestellt, die nétig 
ist, um noch eine solche irreversible Veranderung in einer Muskel- 
globulin- oder Plasmaprothrombinlésung zu bewirken. 

Der Versuch (965) wurde so gemacht, daf8 wir in zwei Reihen von 
Becherglasern, die alle 10 cem destilliertes Wasser enthielten, verschiedene 
Mengen n/10 HCl zusetzten, so daB immer zwei Glaser die gleichen Saure- 
mengen enthielten. Zu diesen Séurelésungen wurde | ccm eines frischen 
Muskelgewebeextraktes zugesetzt. Die eine Reihe Lésungen wurde so- 
fort mit der aquivalenten Menge Lauge neutralisiert und die relative 
Triibung vor und nach der Neutralisation bestimmt. Das py wurde mit 
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der Chinhydronelektrode in der zweiten (parallelen) Reihe nach dem Saw 
zusatz gemessen. 

Es wurde hierbei, wie Tabelle I zeigt, gefunden, daB eine so gering: 
Verschiebung wie 0,07 bis 0,2 py eine deutliche Wirkung hatte. 


Tabelle 





eem n/10 HCl pu Relative Triibung cem nj/10 NaOH © Relative Triibuny 
0,00 6,23 92,0 = 92,0 
0,02 6,16 100,0 0,02 116,0 
0,05 5,33 85,0 0,05 107,5 
0,10 4,73 23,2 0,10 93,0 


Die Muskelglobuline sind also auBerordentlich empfindlich gegen 
eine Saurewirkung, und reagieren darauf mit irreversiblen physikalisch- 
chemischen Veranderungen. Die Verschiebung des py, die fiir eine solche 
Verdnderung nétig ist, ist so klein, daB man annehmen kann, daB sic 
innerhalb der Grenzen der physiologischen Schwankungen vorkommen 
kénnte. Verantwortlich fiir die Wirkung sind die Wasserstoffionen 
und nicht die Anionen (948). 


Von den MuskeleiweiBen ist das Myosin offenbar am leichtesten 
denaturierbar. Wir haben durch Fallung mit Ammonsulfat einige 
KiweiBfraktionen im Muskelextrakt isoliert und ihre Denaturierung 
durch Saéuren untersucht. Es hat sich dabei herausgetsellt, daB dic 
Fraktion, die man bei 25- und 50 %iger Sattigung mit Ammonsulfat 
erhalt, einen weit gréBeren Saureeffekt aufweist als die Fraktion bei 
90 °,iger Sattigung. Ein Beispiel soll hier angefiihrt werden: 
EiweiBfraktion bei 90°, Sattigung mit Ammonsulfat (Myogen). 

0,15cem in 1l0cem physiologischer Kochsalzlésung hatte eine 
relative Triibung von ...... ‘ , TE et ee sl 


nach Zusatz von 0,1 cem n/100 HCl und Wisectinlidabion mit 
0,1 cem n/100 NaOH eine relative Triibung von... . . 39,0 


EiweiBfraktion bei 50% Sattigung mit Ammonsulfat (Myosin). 


0.15cem in 10eem_ physiologischer Kochsalzlésung hatte eine 


relative Tritbhumg von ...:.<.-. — ray 
nach Zusatz von 0,1 cem n/100 HCl und Siaseebientinn mit 0,leem 
n/100 NaOH eine relative Trabung VOU «.«s «« 4 «.% «46,0 


Das Flockungsmaximum fiir das genuine Myosin (KiweiB bis 
50°, Sattigung mit Ammonsulfat) liegt zwischen py 5,3 und 5,6 und 
fiir das Myogen (EiweiB von 50 bis 90 % Sattigung) bis etwa 6,2. Nach 
einer kurzen Saureeinwirkung verschiebt sich das Flockungsmaximum 
bis tiber py 8 hinaus (siehe Tabelle I1). Die Ausflockung wurde in 
m/50 Phosphatpuffer ausgefiihrt. 
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Tabelle II. 








Relative Triibung Relative Triibung 
PH Mit S&éure PH Mit Sa&ure 
Myosin vorbehandeltes Myosin vorbehandeltes 
Myosin Myosin 
83 — 133,3 6,5 19,5 88,0 
8,0 - 126,6 6,2 27,0 31,8 
7,8 ~- 119,0 5,6 53,0 10,0 
7,3 ~ - 5,3 48,5 7,2 
tf 11,7 114,9 5,0 42,5 5,0 
6,8 13,2 — 


Zusammenfassung. 

Die fiir die Anreicherung des aktiven Gerinnungsstoffes aus Muskel- 
gewebeextrakt grundlegende Beobachtung, daB eine kurze Einwirkung 
von auBerst geringen Sauremengen eine irreversible Verainderung der 
Muskelglobuline hervorruft, wird naher studiert. Eine sogenannte 
photometrische Titrationsmethode wird angegeben. Die durch Saure- 
zusitze hervorgerufene Triibungskurve des Myosins und die Kurve, 
welche man erhalt, wenn man umgekehrt mit den aquivalenten Mengen 
Lauge neutralisiert, sind nicht gleich. Die Flockung ist bei der Riick- 
titration gréBer und das Flockungsoptimum ist um etwa 3 bis 4 py-Ein- 
heiten nach der alkalischen Seite hin verschoben. Eine Verschiebung 
von etwa 0,07 bis 0,2 pu ist groB genug, um eine derartige Wirkung beim 
Myosin hervorzurufen. 


2. Die Siuredenaturierbarkeit des Prothrombins aus dem Blutplasma 
(Plasmaglobuline). 


Im Prinzip verhalten sich die Globuline aus dem Blutplasma ahnlich 
wie die aus dem Muskelgewebe. Es kommt aber bei den Blutglobulinen 
nach einer kurzen Einwirkung von geringen Sauremengen nicht zu 
derartig groBen irreversiblen Verainderungen wie bei dem Myosin, mit 
einer Verschiebung des Flockungsmaximums um etwa 4 pxy-Linheiten. 
Am labilsten ist das Fibrinogen. Nach kurzer Einwirkung einer geringen 
Sauremenge verschiebt sich das Flockungsmaximum um etwa 0,6 bis 
1,0 pu nach der alkalischen Seite. AuBerdem findet man auch eine 
Verbreiterung der Fallungszone nach der alkalischen Seite. 

Unter den Plasmaglobulinen interessieren uns nur diejenigen, die 
als EiweiBvorstufe des Thrombins in Frage kommen. Als Ausgangs- 
material fiir die Darstellung des Prothrombins haben wir sowohl Plasma 
wie Serum vom Huhn und Pferd verwandt. Kiirzlich hat Schmitz (7) 
in meinem Laboratorium gefunden, daB das Mellanby-Fibrinogen aus 
zwei Komponenten besteht, namlich aus dem reinen Fibrinogen und einem 
, Gerinnungsglobulin**, das er dem Prothrombin gleichsetzt. Aus dem 
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Mellanby-Fibrinogen \aBt sich das reine Fibrinogen durch 30 ° 
gung mit Ammonsulfat ausfillen, und aus dem Riickstand das Globuli; 
durch 50° ige Sattigung mit Ammonsulfat isolieren. Schmitz stellt: 
fest, daB ein wasseriger Organextrakt nicht imstande war, die rein 
Fibrinogenlésung zur Gerinnung zu bringen. Nur in Gegenwart von 
Globulinen trat Gerinnung ein, und zwar um so friiher, je gréBer div 
Globulinkonzentration bei gleichen Mengen Fibrinogen und Gewebs 
extrakt war. Nach der Methode von Schmitz haben wir aus dem 
Mellanby-Fibrinogen aus Oxalatplasma vom Pferd und aus dem genuinen 
Plasma vom Huhn Fibrinogen und_ ,,Gerinnungsglobuline’ isoliert 

Es hat sich nun herausgestellt, daB das 


——- T tT ,,Gerinnungsglobulin“ nicht ein be 





sonderes Globulin, sondern mit dem ge- 
woOhnlichen Serumglobulin identisch ist 
Man bekommt es auch, wenn man z. B 
die Mellanby-Methode fiir die Herstel- 
lung des Fibrinogens auf Serum an- 
wendet. Die Wirkung auf die Gerinnung 
einer reinen Fibrinogenlésung war dic 
gleiche, ob man die Globuline aus dem 
Mellanby-Fibrinogen oder aus reinem 
Serum isolierte. Aus diesem Grunde 
und vor allem, weil schon seit Alexander 
Schmidt bekannt ist, daB Prothrombin 
auch im Serum vorhanden ist, haben 
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Abb. 2. Herstellung von Prothrombin — ver- 
wendet. 

An dieser Stelle wollen wir iiber einige Erfahrungen berichten, dic 
-wir bei der Herstellung des Mellanby-Fibrinogens gemacht haben. 
Wir haben, um reproduzierbare und gute Fibrinogenlésungen zu_be- 
kommen, systematisch diejenige Konzentration des Plasmas und der 
Wasserstoffionen ermittelt, die fiir die Ausfaillung des Fibrinogens am 
giinstigsten sind. Denn man gewinnt, je nach den Konzentrationen, ganz 
verschiedene Fiallungsprodukte. 

Um den EinflufB des Verdiinnungsgrades des Plasmas zu untersuchen, 
haben wir vier Portionen von je 3cem Hiihnerplasma genommen (1115). 
sie mit destilliertem Wasser auf das Doppelte bzw. 5fache, 1l0fache und 


30fache verdiinnt, und zu jeder 0,5 cem 1°, ige Essigséure zugesetzt. Das 
ausgefallte Eiwei8 wurde abzentrifugiert und in je 6cem physiologischer 
Kochsalzlésung gelést. Dabei zeigte sich, daB das EiweiB, welches aus 
dem am meisten verdiinnten Plasma gefallt war, die gréBte Léslichkeit in 
Kochsalzlésungen hatte. In diesen vier Fibrinogenlésungen wurden Ammon- 
sulfatfallungen nach Schmitz und Wulkow (8) ausgefiihrt, deren Ergebnisse 
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is Diagramm in Abb. 2 dargestellt sind. Es ergibt sich schon hieraus. daB 
die Produkte sowohl quantitativ wie qualitativ verschieden sind. Auch 
die Gerinnbarkeit dieser Produkte war ganz verschieden. 

Nr. 1 und 2 (1—2 und 1—5 verdiinnt) sind noch nach 1700 Sekunden 
nicht geronnen. 

Nr. 3 (1—10 verdiinnt) ist nach 387 Sekunden geronnen. 

Nr. 4 (1—30 verdiinnt) ist nach 190 Sekunden geronnen. 

Im folgenden Versuch (1122) wurde die fiir die Fallung giinstigste 
\Vasserstoffionenkonzentration ermittelt. 


Drei Portionen Hiihnerplasma von je 3ccm wurden auf das 30fache 
mit destilliertem Wasser verdiinnt und zu jeder 1,5cem eines m/10 
Acetatpuffergemisches  zu- 
gesetzt, und zwar der Reihe 
nach von pq 4,7, 5,3 





750 
140 
730 
120 














~ nr 
8s 





relative Tribung 


w& 
S§S$SsVsss 











20 








¥ 5 & 0 WM DW 3% 4 50 60 7 80 W 10 
<= ——> Ammonsiltat Sattigung in Yo 
Abb. 3. Abb. 4. 


und 5,6. Das ausgefallte Eiwei8 wurde abzentrifugiert und in je 5cem 
physiologischer Kochsalzlésung gelést. In Abb. 3 sind die Triibungswerte 
des gleichen Plasmas als Funktion der benutzten Acetatpuffer aufgetragen. 
Die drei Pfeile geben die py an, bei welchen die Fallungen gemacht worden 
sind. In Abb. 4 sind die Ammonsulfatdiagramme der verschiedenen Pro- 
dukte nach Schmitz und Wulkow (8) aufgetrager, die unter sich qualitativ 
und quantitativ verschieden sind. Die Gerinnbarkeit dieser Produkte war 
auch verschieden, da das Produkt. das bei py 5,6 und 5,3 ausgefallt war, 
noch nach 1020 Sekunden nicht gerann, wahrend dagegen das Produkt 
bei py 4.7 in 125 Sekunden geronnen war. Die Erklarung hierfiir ist wahr- 
scheinlich die, daB erst bei einem py von 4,7 geniigend Fibrinogen ausfallt. 
Man sieht auch aus dem Ammonsulfatdiagramm, da das Produkt, welches bei 
py 5.6 isoliert wurde, nicht bei 30°, iger Sattigung mit Ammonsulfat, wie die 
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beiden anderen, sondern erst bei 40°,iger Sattigung sein Fallungsmaximun, 
erreichte. Der giinstigste Aziditaétsgrad liegt also bei py 4.7, was wal 
scheinlich mit der Lage des Flockungsmaximums des Fibrinogens zu 
sammenhangt, das von Wéhlisca (9) ermittelt wurde und bei einem Pu von 4.4 
liegt, also in einem bedeutend saureren Gebiet als das der Serumglobulin: 
(pr 5,4). 

Fiir die Isolierung des Wellanby-Fibrinogens stellt also eine 30 fache 
Plasmaverdiinnung und eine Saurestarke von py 4,7 die giinstigst: 
Bedingung dar. 

Das Prothrombin des Serums haben wir nach dem soeben ly 
schriebenen modifizierten Verfahren von Mellanby hergestellt. Das 
Prothrombin aus Plasma und das Fibrinogen aber gewannen wir, inden 
wir aus dem Mellanby- Fibrinogen durch 30 °,ige Sattigung mit Ammon- 





sulfat das reine Fibrinogen von den Globulinen 


























80 
» trennten, aus dem Riickstand die Globuline 
oli ia ia Aa é ney 
Deo durch 50°%,ige Sattigung mit Ammonsulfat 
$50 ausfallten und beide Fraktionen gegen 0,9 °,ige 
40 NaCl-Lésung dialysierten, bis sie mit Vesslers 
& , 
330 Reagens keine Reaktion gaben. 
- Eine photometrische Titration (946) 
10}—+ der Gerinnungsglobuline — (Prothrombin) 
| kt I 
| ane se seliaatee to's 4 ~ ee a 
0 G07 a7 067 067 407 tor tor aus Hihnerplasma ist in Abb. 5 wieder 
—> ccm"/noHtl bent = =gegeben. Ebenso wie die Muskelglobuline 
Abb. 5. werden sie von sehr geringen Séuremengen 
Kusve 1. Die Teibeng irreversibel verindert. Allgemein wird das 
bei zanehmenden Siure- ; oe” ia ‘ 
mengen. reine Fibrinogen durch Sdaureeinwirkung 
Kurve 2. Die Tribung leichter irreversibel denaturiert als die 
bei Riicktitration mit i : ; 
Lauge. Gerinnungsglobuline (Prothrombin). 


Zusammenfassung. 

Wie die Globuline aus Muskelgewebe verhalten sich im Prinzip 
auch die Globuline aus Plasma und Serum. Eine geringe und kurz- 
dauernde Saéureeinwirkung ruft bei den Globulinen irreversible Ver- 
anderungen hervor, die sich in der Verschiebung des Flockungsoptimums 
nach der alkalischen Seite hin a4uBern. Es handelt sich bei dem Fibri- 
nogen und den Serumglobulinen nur um eine Verschiebung von etwa 
0,6 bis 1,0 px, also eine weitaus geringere Verainderung als beim Myosin, 
wo die Verschiebung des isoelektrischen Punktes etwa 4 py-Einheiten 
betragt. 

Es wird eine auf systematischen Untersuchungen beruhende 
Methode beschrieben, die es erlaubt, das Plasmafibrinogen unter 
optimalen Bedingungen zu isolieren. Aus dem Mellanby-Fibrinogen 
werden die ,,Gerinnungsglobuline’ [nach Schmitz (7)] isoliert. Diese 
sind mit den Serumglobulinen identisch. 
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3. Einwirkung von Siure auf Fibrinogen und Serumglobuiine. 

Wir beschreiben jetzt einige Unterschiede im Verhalten von 
reinem Fibrinogen und G!obulinen (Prothrombin) gegeniiber sehr 
veringen Saureeinwirkungen, worauf wir noch an anderer Stelle zuriick- 
kommen. Setzt man einer reinen Fibrinogenlésung eine sehr geringe 
Menge Saure zu und neutralisiert unmittelbar nachher mit Lauge, so 
braucht es nicht unbedingt zu einer Ausfaillung zu kommen. (Man 


beachte, daB hier viel kleinere Sauremengen im Verhaltnis zum 
Fibrinogen verwendet werden, als in den Versuchen des ersten und 


zweiten Abschnittes.) Das Fibrinogen ist trotzdem physikalisch- 
chemisch verandert. Eine solche Veranderung zeigt sich z. B. zuerst 
in dem Augenblick, wenn man es in einem passenden Puffergemisch 
ausflocken laBt. Das mit Saure vorbehandelte Fibrinogen gibt hierbei 
eine geringere Ausflockung (herabgesetzte Labilitat) bei py 5,6 und 4,9 
als die Kontrolle (das unbehandelte Fibrinogen). Umgekehrt reagieren 
die ,,Gerinnungsglobuline’ (Prothrombin) auf die gleiche Saure- 
behandlung in derselben Pufferlésung mit einer Ausflockung, die viel 
gréBer ist als die der nicht mit Séure behandelten (erhéhte Labilitat). 

Der Versuch (1155) wurde so ausgefiihrt, daB leem einer reinen 
Fibrinogenlésung aus Hiihnerplasma mit 0,04 cem physiologischer Kochsalz- 
lésung versetzt wurde und als Kontrolle diente. Zu 1 cem derselben Fibri- 
nogenlésung wurde 0,02 ccm n/10 HCl gesetzt und unmittelbar nachher 
mit 0,02 cem n/10 NaOH neutralisiert. Die Kontrolle und die mit Séure 
vorbehandelte Globulinlésung wurde genau so hergestellt wie die Fibrinogen- 
lésungen. Gleiche Mengen von allen Lésungen wurden zu 10 cem m/50 
Phosphatpuffer zugesetzt und die Triibung abgelesen. 


Tabelle III. 





Relative Triibung 


Mit Saure 


Mit Saure 


PH ead . ' 
Fibrinogen vorbehandeltes Globulin vorbehandeltes 
Kontrolle Fibrinogen Kontrolle Globulin 
5,6 77,0 50,0 114,9 156.3 
4,9 29,5 20,8 116.3 161,3 


Das Fibrinogen reagiert also auf sehr kleine Saureeinwirkungen 
mit einer erhéhten Stabilitat, im Gegensatz zu den Globulinen, deren 
Stabilitat herabgesetzt wird. Die erhéhte Stabilitét (in elektrolyt- 
armen Puffergemischen) der Fibrinogenlésung nach der Saurebehandlung 
ist nur eine scheinbare. Die Denaturierung durch so geringe und kurz- 
dauernde Saureeinwirkungen fiihrt wohl doch zu Flocken, die aber 
nicht unmittelbar sichtbar sind und vor allem keinen erhéhten 7 yndall- 
Effekt bei der Triibungsmessung geben. Da die Triibungswerte nach 
der Saureeinwirkung herabgesetzt sind, hat eine Veranderung statt- 
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gefunden, die eventuell so zu erklaren ware, daB die Zahl der Teilchen sic} 
dadurch vermindert hat, daB sie sich zu gréBeren (gallertigen) Teilchen 
zusammengeballt haben. Es ist durchaus méglich — wofiir auch gewiss: 
andere Untersuchungen sprechen —, daB die denaturierten Fibrinogen- 
teilchen tatsichlich zu kleinen, vereinzelten Gerinnseln zusammen- 
getreten sind. 

Der Unterschied in der Reaktionsweise von reinem Fibrinogen 
und Serumglobulinen nach kleinen Séureeinwirkungen scheint also 
darin zu bestehen, daB sich das Fibrinogen als ein wasserreiches Hydroge| 
abscheidet. Nach der Einwirkung von gréSeren Sauremengen fallt 
das Fibrinogen in richtigen Flocken 

















“ ‘| aus, die ausgesprochen’ klebrig — sind. 
ons eine Eigenschaft, die die Globuline ga: 
200\— nicht oder nur in sehr geringem Mabe 
180\- haben. Gibt man eine kleine Menge 
S160 Saure (0,02cem n/10 HCl) zu einer 
= 740 Mischung einer Fibrinogen- und Globulin- 
S 720; lésung, neutralisiert sofort und laBt diese 
3™ Mischung in einer Pufferlésung von py 5,6 
80 und 4,9 ausflocken, so ist die Fallung 
a | groBer als in der nicht mit Saure vor- 
a behandelten Kontrolle. Dasselbe sieht 
0} \ : man auch = geen Plasma, wenn 
om * man kleine Sauremengen zugibt und 


para neutralisiert. DaB bei Einwirkung von 
Saure auf das Plasma vor allem die er- 
héhte Labilitat der Globuline in Erscheinung tritt, liegt wohl daran, 
daB ihr isoelektrischer Punkt dem Neutralpunkt naher liegt als der 
des Fibrinogens. 
Der folgende Versuch (1134) zeigt, wie eine kurze Saureeinwirkung 
auf Plasma die Stabilitat der Globuline herabsetzt. 
2ccem Hiihnerplasma wurden mit 0,4 cem n/10 HCl versetzt und nach 
Durchmischung sofort mit 0,4 cem n/10 NaOH neutralisiert. Das Plasma 
blieb ganz klar. Als Kontrollplasma dienten 2cem desselben Plasmas. 
dem 0,8 cem physiologischer Kochsalzlésung zugesetzt waren. 
Nun wurden je 0,1 cem dieses Plasmas zu einer Pufferreihe zugesetzt 
(10 cem eines m/75 Phosphatpuffers) und die relative Triibung gemessen. 
Bei gleicher EiweiBkonzentration ist die Ausflockung bei dem mit Saure 
behandelten Plasma im ganzen Bereich von py 4,5 bis 7,3 wesentlich gr6éBer 
als in der Kontrolle Abb. 6. Wichtig ist, daB die Léslichkeit der Globuline 
auch in der Nahe des Neutralpunktes herabgesetzt ist. 
Setzt man dem Plasma Heparin zu (1137), so nimmt, ebenso wie 
nach der Denaturierung mit Sauren, die Ausflockung bei pq 5 zu. Im 
Neutralpunkt aber ist, im Gegensatz zu den Verhaltnissen in dem mit 
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sauren behandelten Plasma, die Léslichkeit der Globuline des Heparin- 
plasmas stark erhéht, so daB es nur zu einer geringen oder gar keinen 
\usflockung kommt. In dem mit Saure behandelten Piasma, sowie auch 
in dem Heparinplasma ist die Gerinnungszeit verlangert, doch werden 
wir darauf noch zuriickkommen. Der Mechanismus der Gerinnungs- 
verzogerung durch Heparinzusatz oder nach Saureeinwirkung ist 
natirlich nicht der gleiche. 

Die Saurewirkung ist in elektrolytarmen, schwach sauren Lésungen 
am deutlichsten. Eine mit Saure behandelte Globulinlésung gibt auch 
mit Neutralsalzen (Ammonsulfat) véllig andere Flockungswerte (1115), 
die um so mehr von denen im normalen Plasma abweichen, je starker 
die Saureeinwirkung auf die Globuline gewesen ist. 


Zusammenfassung. 

Fibrinogen und Serumglobuline reagieren auf kleine Séuremenge 
ganz verschieden. Das Fibrinogen wird scheinbar stabiler, da die Aus- 
flockung in elektrolytarmen, schwach sauren Lésung geringer ist als in 
der Kontrolle. Die mit Saure behandelten Serumglobuline geben in 
den gleichen Pufferlésungen Ausflockungen, die viel gr6éBer als in der 
entsprechenden Kontrolle sind. Mischungen von reinen Serumglobulinen 
und Fibrinogen, sowie auch natives Plasma, reagieren auf kleine Saure- 
einwirkungen mit einem gréBeren Ausflockungsvermégen im ganzen 
Ausflockungsbereich. 


4. Die Wirkung von Heparin und. Siuren auf Prothrombin. 

Wird Heparin zu einer Serumglobulinlésung zugesetzt und diese, 
wie oben beschrieben, kurz mit einer kleinen Saéuremenge behandelt, 
so bleiben die irreversiblen physikalisch-chemischen Veranderungen 
der Globuline aus. 

Wie aus friiheren Mitteilungen (10) hervorgeht, wird das Ge- 
rinnungsoptimum von Plasma, das normalerweise in der Gegend des 
Neutralpunktes liegt, durch Heparin nach der sauren Seite verschoben. 
Heparin verbindet sich mit dem Prothrombin, dessen isoelektrischer 
Punkt dadurch nach der sauren Seite riickt. Heparin vermag auch den 
isoelektrischen Punkt einer ganzen Reihe anderer EiweiBk6rper, die mit 
der Blutgerinnung nichts zu tun haben, nach der sauren Seite zu ver- 
schieben. Es gibt auch andere Stoffe, z. B. Nucleinsiuren, die diese 
Kigenschaft mit dem Heparin teilen, die aber auf die Blutgerinnung 
keine Wirkung ausiiben. Wenn die gerinnungsaufhebende Wirkung 
ausschlieBlich auf der Verschiebung des isoelektrischen Punktes des 
Gerinnungsstoffes beruhen wiirde, ware es unverstaindlich, warum die 
Nucleinsauren ohne Einflu8 auf die Gerinnung sind. Wir haben fest- 
stellen kénnen, daB die Reaktion zwischen Heparin und Prothrombin 
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eine spezifische ist. Nucleinsauren, die eine auBerordentlich grof}: 
Wirkung auf Globulin und Albumin ausiiben, indem sie sich mit dieser 
verbinden und den isoelektrischen Punkt dieser Stoffe nach der saure: 
Seite hin verschieben, vermégen nicht, die Globuline oder das Pro 
thrombin gegen die denaturierende Wirkung kleiner Saéuremengen zu 
schiitzen, wie es das Heparin tut. 

Zur Erlauterung diene der folgende Versuch (947). 

Zu einem aus Hiihnerplasma nach Mellanby dargestellten Fibrinogen, 
das durch Ammonsulfatfraktionierung [nach Schmitz (7)] gereinigt worden 
war, wurden 0,3 cem der Prothrombinfraktion zugesetzt und die Mischung 
in drei Zangemeister-Glaser, die je 10 cem destilliertes Wasser enthielten, 
gefilllt. Das erste diente als Kontrolle, zum zweiten wurden auBerden, 
0.05 mg Heparin (Kahlbaum) und 
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Die mit 1 bezeichneten Kurven sind die Triibungen bei zunehmenden Siuremengen. 
Die mit 2 bezeichneten Kurven sind die Triibungen bei zanehmenden Laugemengen. 


(Kahlbaum) zugesetzt. Nun wurde, wie friiher beschrieben, eine photo- 
metrische Titration gemacht, indem wir von einer n/100 HCl zunachst 
0,01 cem, dann in Einzelgaben 0,02 cem zusetzten und danach in umgekehrter 
Reihenfolge mit derselben Menge n/100 NaOH zuriicktitrierten. Nach 
jedem Zusatz wurde 1 Minute gewartet und die relative Triibung 
gemessen. 

In Abb. 7, 8 und 9 sind die Triibungswerte der Lésungen als Funk- 
tion der zugesetzten n/100 HCl-Menge und die Triibungswerte bei der 
Riicktitration mit n/100 NaOH eingetragen. Man sieht, daB die 
Triibungskurve (Abb. 9) der mit Heparin versetzten Prothrombinlésung 
bei der Riicktitration mit Lauge fast mit der entsprechenden Saure- 
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tribungskurve zusammenfallt. Dagegen ist die Kontroll6sung (Abb. 7) 
ind die mit Nucleinsaure (Abb. 8) versetzte Losung irreversibel verandert, 
da die gefallten EiweiBkérper im Neutralpunkt unldslich bleiben. 

Der folgende Versuch (1039) zeigte dasselbe mit Myosin. Aus 
Abb. 10b sieht man, da8 das Heparin das Myosin gegen die Saure- 
denaturierung vollkommen geschiitzt hat, wahrend die Nucleinsaure 
das nicht vermochte, siehe Abb. 10c. (Die Pfeile geben die Titrations- 
richtung mit Saure von links nach rechts und die mit Lauge von 
rechts nach links an.) 

Das Heparin schiitzt also, im Gegensatz zu den Nucleinsauren, 
das Prothrombin gegen einfache Denaturierung. Durch diese Versuche 
bekommen wir einen 




















; ‘ ; : <a 110 
Kinblick in die Wir- ao EE ee Ses ee 
kungsweise des Heparins 90 | | | | | a5mg 
" apa: Hefenucleinsaure 
und der Nucleinsauren. &40 | neem Deer, Metra | 
. ‘a S 2. 
Die letzteren kénnen, S 70 — | —% | 7 
. ‘ S| 
im Gegegensatz zum v 60;-—Kontrolle— — 65mg-— + | 
H 54 ates . .S Heparin : | 
eparin, nur eine ganz $40 T t 1 1 1 
geringe Verschiebung des © 40) = t — | 
isoelektrischen Punktes |’ 
des Prothrombins _ be- 20) a — as | 
i "a 0% —. J. a { 
wirken. Ist, nach Saure- | | 
einwirkung und Neu- 0 @05 O05 0 005 Q05 0 G05 005 
HPO ag : —> cm "Yao Hel bezm Nal 
tralisation, die Ausflok- ni te 
kung des Prothrombins Die mit 1 bezeichneten Kurven sind die Triibungen 


bei zunehmenden Sturemengen. 
Die mit 2 bezeichneten Kurven sind die Triibungen 
mal zustande gekom- bei zunehmenden Laugemengen. 


im Neutralpunkt  ein- 


men, so vermag das 

Heparin es nicht wieder in Lésung zu bringen. Das Prothrombin 
ist durch diese Sauredenaturierung in einen Zustand versetzt, wo 
Heparin keine Wirkung mehr ausiiben kann. Das durch Saure- 
einwirkung entstandene Produkt entspricht, wie wir spater sehen 
werden, der EiweiBkomponente des Thrombins, und kann daher auch 
in Gegenwart von Heparin ein Plasma zur Gerinnung bringen. 

Aus den Tabellen IV (961) und V geht hervor, wie Heparin wirkt, 
wenn es im Laufe der Titration zugesetzt wird. Die maximale Triibung 
(86) nach der Neutralisation kann vom Heparin nicht zum Verschwinden 
gebracht werden. Andererseits sieht man, daB die Zugabe von Heparin 
(0,05 mg) nach beendigtem Saurezusatz eine Steigerung der Tribung 
von 30 auf 68 bewirkt, die dann nach erfolgtem Laugenzusatz, wenn 
also die ganze zugesetzte Saure neutralisiert ist, fast wieder auf die 
Anfangstriibung (18,0) zuriickgeht. 
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Tabelle 





lV. 


Photometrische Titration von Prothrombin 
aus Htihnerplasma. 





















Relative Neutralisation mit Relative 


cem 1/100 HCI Triibung ecem »/100 NaOH Triibung 


0,00 20,0 * 0,02 40,0 
0,01 32,0 0,02 51,5 
0,01 40,0 0,02 73,0 
0,02 54,0 0.01 82,0 
0,02 51,4 0.01 86,0 * 
0,02 40,0 ae aa 








Die mit * bezeichneten Werte sollten gleich sein, wenn in de1 
Zwischenzeit keine Verinderung des EiweiBes eingetreten ware. Zum 
Schlu8B wurde am Neutralpunkt, wo die Triibung den Wert von 86.) 
erreicht hat, 0,05 mg Heparin zugesetzt, doch veranderte sich die 
Triibung dabei nicht. 





Tabelle V. Photometrische Titration von Prothrombin 


aus Hiihnerplasma. 


















Zusatz von 0,05 mg 
Relative Heparin und Relative 
Triibung Neutralisation mit Triibung 
ecm n/100 NaOH 


eem n/100 HCl 


























0,00 18,0 0,02 68,0 * 
0,01 29,0 0,02 70,0 * 





0,01 39,0 0,02 40,0 
0,02 52,0 0,01 32,5 
0,02 45.0 0,01 27,5 
0,02 30,0 —_ ae 








Die beiden mit * bezeichneten Werte sind viel héher als in den 
Kontrollen (Tabelle IV), weil jetzt Heparin zugesetzt worden ist. Die 
Endwerte sind dagegen sehr niedrig, was auf die schiitzende Wirkung 
des Heparins zuriickzufiihren ist. 





Zusammenfassung. 

Heparin verhindert das Auftreten der in den Abschnitten 2 und 3 
beschriebenen irreversiblen Verainderungen, die durch kleine Saure- 
mengen bewirkt werden; sind aber jene einmal entstanden, so kénnen 
sie durch nachtraglichen Zusatz von Heparin nicht mehr riickgangig 
gemacht werden. Heparin verschiebt den isoelektrischen Punkt und 
damit das Gerinnungsoptimum nach der sauren Seite. 

Nucleinséuren bewirken, ebenso wie das Heparin, eine Verschiebung 
des isoelektrischen Punktes verschiedener EiweiBe nach der sauren 
Seite. Vor Sauredenaturierung vermégen sie das Prothrombin nicht 
zu schiitzen, und sie andern auch nicht die Lage des Gerinnungsoptimums. 





Zusammenfassung. 
1. Eine nur kurze Zeit dauernde Einwirkung einer geringen Saure- 
menge (welche das px nur um 0,07 bis 0,2 verschiebt) bewirkt bei Globu- 
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inen aus Muskelgewebe (Prothrombin) irreversible Veranderungen, die 
darin bestehen, daB das EiweiB nicht mehr in Neutralsalzlésungen léslich 
st. Das Flockungsmaximum der EiweiBkérper (in genuinem Zustande 
bei 5,3 bis 5,6) liegt nunmehr bei einem px von etwa 9. Es wird eine 
Methode beschrieben, die es erméglicht, die Wirkung von kleinen 
Sauremengen auf die Léslichkeit dieser EiweiBkérper zu studieren 
(Photometrische Titration). 

2. Auch die aus Plasma oder Serum isolierten Globuline (Pro- 
thrombin) reagieren auf sehr kleine Saéuremengen wie die Muskel- 
globuline. Doch sind die Veranderungen nicht so groB, wie beim Myosin. 
Nach Saureeinwirkung verschiebt sich das Flockungsmaximum um 
etwa 0,6 bis 1,0 py nach der alkalischen Seite. 

3. Es wird eine Methode beschrieben, die es erméglicht, das 


..Mellanby-Fibrinogen” unter den giinstigsten Bedingungen zu isolieren. 


4. Wendet man bei der Sauredenaturierung des reinen Fibrinogens 
so kleine Siuremengen an, daB es nicht zu einer sichtbaren Flockung 
kommt, so wird das so vorbehandelte Fibrinogen gegen Ausflockungen 
stabiler. (Herabgesetzte FlockungsgréBe.) 

5. Globuline aus Plasma oder Serum werden, nach einer kurzen 
Einwirkung kleiner Sauremengen, starker ausgeflockt. (Erhéhung der 
Labilitat, gesteigerte FlockungsgréBe.) 

6. Mischungen von Fibrinogen und Globulin verhalten sich in 
dieser Hinsicht wie reines Globulin. 

7. Heparin schiitzt das Prothrombin (Muskel- und Serumglobuline) 
gegen Denaturierung durch kleine Sauremengen. Nucleinsaduren, die 
mit Ausnahme der Gerinnungshemmung manche Eigenschaften mit 
dem Heparin gemeinsam haben, sind nicht imstande, das Prothrombin 
gegen Denaturierung in diesem MaBe zu schiitzen. 

8. Heparin ist nicht imstande, eine durch Saure hervorgerufene 
Verinderung des Prothrombins riickgingig zu machen. 
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Uber die Aktivierung des Prothrombins. 


Von 
Albert Fischer. 
(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 12. Marz 1934.) 


Wir haben schon lange die Vermutung ausgesprochen (1), daB das 
Gerinnungsprotein das Thrombin seinen isoelektrischen Punkt 
in der Nahe des Neutralpunktes haben miiBte. Dagegen deutet manches 
darauf hin, daB der isoelektrische Punkt der EiweiBvorstufe des Throm 
bins, des sogenannten Prothrombins, weit vom Neutralpunkt liegt, 
namlich bei etwa py 5,38. Den EiweiBkérpern, die als Prothrombin 
wirksam sind, ist die groBe Labilitat, d.h. leichte Denaturierbarkeit 
gemeinsam. Uber das Verhalten von Globulinen aus Muskelgeweben. 
Plasma und Serum bei der Denaturierung durch Sauren haben wir in 
einer friiheren Mitteilung (2) berichtet. Heparin bindet sich mit Pro- 
thrombin in gleicher Weise wie z. B. mit Serumalbumin. Dabei ver- 
schiebt sich der isoelektrische Punkt dieser EiweiBe, da Heparin 
prothrombin und Heparinalbumin saurer als Prothrombin bzw. Albumin 
sind (3) (4). Das Heparinprothrombin ist gegen alle denaturierenden 
Kinflitsse widerstandsfahiger als das Prothrombin. Diese Substanz ist 
bei Anwesenheit von Thrombokinase nicht imstande, die Gerinnung 
von Plasma hervorzurufen. Das Heparinprothrombin (mit Thrombo- 
kinase) ist aber nicht unwirksam geworden, denn verschieben wir das py 
des Plasmas nach der sauren Seite, so ruft auch dieses Heparinprothrom- 
bin (mit Thrombokinase) Gerinnung hervor (3). Man nihert sich dabei 
dem isoelektrischen Punkt des Heparinthrombins, das als isoelektrisches 
‘Protein nun die Gerinnung hervorruft. Das Thrombin ist namlich nur 
als isoelektrisches Protein imstande, die Gerinnung auszuldsen, oder, 
anders ausgedriickt, die EiweiSkomponente des Thrombins ist imme! 
ein isoelektrisches Protein, namlich das isoelektrische Prothrombin. 
In dieser Mitteilung wird gezeigt, daB das Thrombineiwei nichts 
anderes ist als das sogenannte Prothrombin in isoelektrischem Zustande 
Wir wollen hier einige von uns benutzte Ausdriicke erkliren: Unte1 
Prothrombin verstehen wir einen EiweiBkérper, der die Vorstufe des 
Thrombins ist. Das Prothrombin gehért zu den Globulinen, vermutlich 
zu den Pseudoglobulinen, wie es von Cekada (5) und anderen ange- 


nommen wird. 


Thrombin ist kein reiner EiweiBkérper, sondern ein calciumhaltiges 
Lipoproteid. Die Eiwei8komponente dieses Lipoproteids ist, wie gesagt. 
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las isoelektrische Prothrombin. Im folgenden wird oft von der EiweiB- 
komponente des Thrombins allein gesprochen, die wir als Thrombin- 
‘iweiB bezeichnen. 

I. 

Thrombin ist ein Gerinnungsstoff, der, im Gegensatz zur Thrombo- 
kinase, eine reine Fibrinogenl6sung zur Gerinnung bringen kann. Auch 
ist Thrombin imstande, calciumfreies Plasma (Oxalatplasma) sowie 
Plasma, das relativ viel Heparin enthalt, zur Gerinnung zu bringen. 
Der Thrombokinase fehlt diese Fahigkeit. 

Fiigt man ,,zymoplastische Substanzen™ nach Alex. Schmidt oder 
Thrombokinase nach Morawitz dem Hihnerplasma zu, so tritt nach 
kurzer Zeit Gerinnung ein. Die Thrombokinase haben wir zusammen mit 
Hecht weitgehend gereinigt und studiert und als einen sehr aktiven 
Lipoidkomplex aus Schweinehirn dargestellt (6). Setzt man diesen 
Korper einer reinen Fibrinogenlésung, aus der das Prothrombin (,,Ge- 
rinnungsglobulin’) restlos entfernt worden ist (2), zu, so fallt das 
Fibrinogen nach kurzer Zeit in Flocken aus, die sich zu einem einzigen, 
kleinen, klebrigen Klumpen zusammenballen, der aber mit einem 
gewohnlichen, fliissigkeitsreichen Gerinnsel keine Ahnlichkeit hat 
(Experimente Nr. 991, 1109, 1127, 1145). Die aktiven Lipoide bewirken 
in einer reinen Fibrinogenlésung eine kérnige und spater klebrige Aus- 
fallung, doch kommt es nicht zu einer eigentlichen Gerinnung. Setzt 
man aber auBer den aktiven Lipoiden (Thrombokinase) noch etwas 
von einer Serumglobulinlésung zu, so tritt nach kurzer Zeit Gerinnung 
in normaler Weise ein. Dazu miissen wir bemerken, daB die zugesetzten 
Serumglobuline allein keine Gerinnung auszulésen vermégen. (Die 
Serumglobuline haben wir nach Verdiinnung und Ansduern mit Essig- 
sdiure aus Hiihnerserum hergestellt.) 

Die Gerinnungsglobuline, die Schmitz (7) aus der Fibrinogen- 
fraktion nach Mellanby isoliert hat, sind gewOhnliche Serumglobuline. 
Schmitz (7) hat dabei festgestellt, daB ein Organextrakt nicht, oder 
kaum imstande ist, eine reine Fibrinogenlésung zur Gerinnung zu 
bringen. 

Setzt man die aktiven alkoholléslichen Lipoide (Thrombokinase) 
einem gewohnlichen Hiihnerplasma zu, so kuppeln sich diese mit dem 
im Plasma vorhandenen Prothrombin und die Gerinnung tritt ein. 
Diese Reaktion ist auBerordentlich heparinempfindlich, da eine Kon- 
zentration von etwa 1 bis 2 mg-°, des ,,Kahlbaumschen Rohheparins* 
geniigt, um die Gerinnung vollstandig zu verhindern. Wir haben schon 
lange vermutet, daB eine der Wirkungen der Thrombokinase darin 
besteht, das Prothrombin zum Thrombineiwei8 umzuwandeln, d. h. 
das Prothrombin zu denaturieren und im Neutralpunkt isoelektrisch 
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zu machen, denn sonst wiirde eine Gerinnung nicht zustande kommen 


Andererseits geniigt eine Denaturierung des Prothrombins allein (un le 
loslich im Neutralpunkt) auch nicht. Bei einer Denaturierung de 

Serumglobuline entsteht noch kein Thrombin. Wir stellen uns die Akti 
vierung des Prothrombins (Gerinnungsglobulin) durch die Thrombo IN 


kinase (Komplex von Cerobrosid und alkoholléslichem Kephalin) und 
Calcium in folgender Weise vor: Die Thrombokinase kuppelt sich in 


Anwesenheit von Calcium sofort an das Prothrombin. Hierdurch wird rn 
das Prothrombin lyophob und flockt allmahlich mehr und mehr aus li 
Mit anderen Worten: ein Teil der Globuline, die in Lésung waren und s 
deren isoelektrischer Punkt um etwa pu 5,3 liegt, werden durch dir ™ 
3indung mit dem Lipoid im Neutralpunkt unléslich. Nach einige: 
Zeit sammeln sich die lyophoben Teilchen zu gréBeren Konglomeraten, 
und es kommt allmahlich zu einer Ausfallung. Das Thrombin ist 
ein solcher lyophober Komplex, der aus Lipoid, Calcium und Eiwei’ 
besteht, unléslich im Neutralpunkt ist, und als ein ganz feinflockige: 
relativ stabiler Niederschlag ausgeschiittelt werden kann. Die Thrombo 
kinase tibt bei der Bildung von Thrombin aus Prothrombin mindestens 
zwei wichtige Funktionen aus: 1. eine unspezifische, die darin besteht, de 
das Prothrombin im Neutralpunkt unléslich zu machen und 2. eine de 
spezifische, die eine weitere Kupplung dieses Thrombinkomplexes an 
das Fibrinogen erméglicht. Die Rolle des Calciums ist vorlaufig ziemlich ul 
unklar. In dieser Arbeit werden wir tiber die unspezifische Wirkung der ne 
Thrombokinase berichten. Man kann Eiweife durch mechanische. 
thermische, chemische und aktinische Einwirkungen denaturieren, und Ww 
dadurch Prothrombin zu Thrombineiwei8 umwandeln. 
Im folgenden wird jede ausgedehnte Versuchsreihe nur mit einem 
Beispiel belegt. Um nochmals zu wiederholen: Unter Thrombineiwei[ 
verstehen wir denaturiertes Prothrombin. Als denaturiert fassen wir die KI 
. EiweiBe auf, die durch irgendwelche physikalische oder chemische Ein- di 
fliisse irreversibel verandert worden sind. Die Veranderung, die hier x 
in erster Reihe in Betracht kommt, ist die herabgesetzte Léslichkeit in gt 
der Nahe des Neutralpunktes. ki 
Thrombokinase kuppelt sich mit ThrombineiweiB ebenso leicht 
wie mit Prothrombin, was aus allen unseren Versuchen klar hervorgeht h 
Die Gerinnungszeit muB wesentlich abgekiirzt sein, wenn man die 
Thrombokinase an Thrombineiwei8 statt an Prothrombin kuppelt. 
denn durch die unspezifische Denaturierung (z. B. durch Saure odet 
Warme) ist ja ein Teil der Verainderungen, die sonst durch Thrombo- z\ 
kinase bewirkt werden, schon vollzogen. Zz 
Ein sehr jehrreiches Beispiel dafiir ist die Bildung von Thrombin 
aus Hiihnermuskelgewebeextrakt (1003). Wir benutzen hier einen W 
Auszug von frischem Hiihnermuskel in physiologischer Kochsalzlésung. 
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) wie wir es schon friiher beschrieben haben (8). Dieser Extrakt hat 
den Vorteil, daB er sowohl Thrombokinase wie Prothromb‘n enthalt. 


Zu 2cem eines frischen, filtrierten Muskelgewebeextraktes wurde 
cem physiologischer Kochsalzlésung zugefiigt. Diese Lésung diente als 
Kontrolle. Zu einer zweiten Portion von 2 cem desselben Extraktes wurde 
suerst 0,5 cem n/l0 HCl zugesetzt, schnell gemischt, unmittelbar daraut 
0.05 eem n/l0 NaOH zugegeben und wieder gemischt. wobei es zu einer 
starken Triibung kam. Von diesen beiden Muskelextrakten wurde die 
gleiche Menge, namlich 0,03 cem zu je 0,2 cem Hithnerplasma. zugesetzt und 
lie Gerinnungszeit nach der schon frither oft beschriebenen Methode be 
stimmt (9). Alle Gerinnungsbestimmungen wurden mindestens Je zweimal 
ausgeftihrt. 





Gerinnungs- 


Gerinnungszeit ¢ (in Sek.) geschwindigkeit (1000 .1/f) 


der Kontrolle . . . . .390 . der Kontrolle. . ... 2,6 
der mit Saure be- der mit Saure be- 
handelten Lésung. . 75 handelten Lésung. . 13,3 


Hier ist also eine sehr starke Verkiirzung der Gerinnungszeit in 
dem Versuch mit dem saéiurebehandelten Muskelprothrombin gegeniiber 
der Kontrolle zu beobachten. 

Ein anderer Versuch (1149) mit Prothrombin aus Hiihnerserum 
und einer Mellanby-Fibrinogenlésung soll erwaihnt werden. (Das Fibri- 
nogen enthalt noch Prothrombin.) 

Die Anordnung des Versuchs war die gleiche wie im vorigen Versuch 
und das Ergebnis das folgende: 

Die Gerinnungszeit ¢ der Kontrolle . . . . . 3. . . 1200 Sekunden 
‘ “ t fiir das Experiment. . ... . 255 “ 

Auch das Prothrombin aus dem Serum laBt sich also durch eine 
kurze Saureeinwirkung zu ThrombineiweiB umwandeln, und man sieht, 
daB das mit Saure behandelte EiweiB zusammen mit Thrombokinase 
sofort die Gerinnung auslést, wihrend es langere Zeit erfordert, bis das 
genuine Prothrombin (die Globuline der Kontrolle) durch die Thrombo- 
kinase in isoelektrisches Thrombin umgewandelt wird. 

Uber die hier beschriebene Umwandlungen der Gerinnungsglobuline 
haben wir schon friiher ausfiihrlich berichtet (2). 


Das Prothrombin im Plasma la8t sich durch Behandlung mit Saure 
zu ThrombineiweiB umwandeln, ohne daB das Plasma seine Fahigkeit 
zu gerinnen verliert. 

Wir haben zahlreiche Versuche in der Weise vorgenommen, dal 
wir, nach Zusatz einer in destilliertem Wasser emulgierten, reinen, 
alkoholléslichen Thrombokinase (6), die Gerinnungszeit eines mit 


Li* 
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Saure vorbehandelten Plasmas mit der des normalen Plasmas ver- 
glichen. Da Heparin nur bei der Bildung des Thrombins eingreift 
auf gebildetes Thrombin aber ohne EinfluB ist, kann man das Heparin 
fiir den Nachweis des Thrombins bzw. ThrombineiweiBes benutzen 
Zum Verstandnis des folgenden ist noch zu beachten, daB im normale) 
Plasma auch noch Prothrombin enthalten ist, worauf das Heparin 
seine Wirkung ausiiben kann und da ferner durch die Saure 
denaturierung eine Dispersitatsinderung hervorgerufen wird (die wii 
unten ausfiihrlich besprechen), die auf die Gerinnungszeit in eine: 
Richtung wirkt, die der Wirkung des Thrombins entgegengesetzt ist 

Ein anderer Nachweis der Anwesenheit des Thrombins ist sein: 
Fahigkeit, die Gerinnung in Oxalatplasma (also in Abwesenheit von 
Calcium) hervorzurufen. Wenn die Stoffe, die wir als Thrombin an. 
sprachen, Heparinplasma zur Gerinnung brachten, so waren sie auch im 
Oxalatplasma als Gerinnungsstoffe wirksam. 

In Tabelle I sind mehrere Versuche zusammengestellt, in denen dice 
Gerinnungszeiten von normalem und mit Saure behandeltem Plasma 
alle mit Heparinzusatz — verglichen werden, und man sieht, daB z. B. 
ein mit Séure behandeltes Plasma trotz des Heparins in 322 Sekunden 
gerann, wahrend die Kontrolle noch nach 2580 Sekunden nicht ge- 
ronnen war. (Vorhandensein von ThrombineiweiB.) In Tabelle IT sind 
die Ergebnisse ahnlicher Versuche — aber ohne Heparin — zusammen- 
gestellt. Hier ist die Gerinnung gegeniiber der Kontrolle verlangsamt 


Tabelle I. 


Mit Heparin (Gerinnungszeit in Sek.). 









Experiment Nr.: | 951 1066 
| | es et ee ae at: tet 802 nach 2580 
; nicht geronnen 
Mit Siure vorbehandeltes Plasma . . . 192 150 840 322 


Tabelle II. 


Ohne Heparin (Gerinnungszeit in Sek.). 





Experiment Nr.: 957 1014 1014 1165 1066 
Kontrolle . ee Ce Oe er ee 75 197 197 255 | 247 
Mit Saure vorbehandeltes Plasma .. . 150 215 530 305 ~—- 680 


Wie oben gesagt, bewirkt die Siuredenaturierung, daB die Eiweil- 
kérper labiler, leichter ausflockbar (im Neutralpunkt unléslich) werden : 
damit verbunden ist eine Anderung der Dispersitait; die Teilchenzah! 
nimmt ab (die GréBe der Teilchen nimmt zu), die wirksame Oberflache 
ist verringert, die Bindungsméglichkeit zwischen Thrombokinase und 
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dem zusammengeballten Prothrombin herabgesetzt, und das mit Saure 
behandelte Plasma verhalt sich so, als ob die Konzentration des Throm- 
bins abgenommen hatte. 

Wir erklaren die Ergebnisse der Tabelle I] so, daS der EinfluB der 
Dispersitatsanderung den des vorgebildeten ThrombineiweiBes iiber- 
trifft, zumal ja in der Kontrolle das ganze Prothrombin wirksam ist. 
DaB in diesen Versuchen die verlangerte Gerinnungszeit in dem mit 
Saure behandelten Plasma durch eine Dispersitatsinderung der Glo- 
buline verursacht wird, sieht man aus folgenden Versuchen (992). 

Zu 2ecem Plasma wurden 0,5 cem n/10 HCl und hiernach 0,5 cem n, 10 
Na OH gegeben (wobei sich das Plasma nach kurzer Zeit triibte), und folgende 
Gerinnungsbestimmungen damit ausgefiihrt : 

1. 5 Tropten eines mit Saéure behandelten Plasmas + 3 Tropfen einer 
Muskelglobulinlésung, gekuppelt an eine aktive Thrombokinase ; 

t = 445 Sekunden. 
2. 5 Tropfen eines mit Séure behandelten Plasmas + 3 Tropten 
Muskelglobulinlésung allein; t = 1620 Sekunden. 

3. 5 Tropfen eines mit Saéure behandelten Plasmas und so viel Lipoid 

wie in Nr. 1; nicht geronnen nach 2880 Sekunden. 

Man koénnte annehmen, daB die bei der Saiurebehandlung beob- 
achtete Verlingerung der Gerinnungszeit auch auf der Veranderung 
anderer, bei der Gerinnung beteiligter EiweiBe, z. B. des Fibrinogens, 
beruht. Doch ist nach eigenen Erfahrungen und Untersuchungen von 
Schmitz (7) und Stuber (10) u.a. die Gerinnungszeit von der Kon- 
zentration des Fibrinogens in einem weiten Bereich vollstandig unab- 
hingig. Erst bei einem bestimmten Minimum der Fibrinogenkonzentra- 
tion kommt es nicht mehr zu einer vollstindigen homogenen Ge- 
rinnung, weil das Fibrin sich in der Flissigkeit zu einem Klumpen 
retrahiert, doch ist auch dann die Gerinnungszeit nicht verlingert. 
Ferner kommt man bei Zugabe von 0,1 cem n/10 HCl zu 2 ccm Plasma 
und gleich anschlieBender Neutralisation iiberhaupt nicht in das Aus- 
flockungsgebiet des Fibrinogens, dessen isoelektrischer Punkt in einem 
saureren Gebiet liegt als der der Globuline (Differenz 0,4 bis 0,5 pu); 
in Lésungen von der oben genannten Zusammensetzung haben wir mit 
der Chinhydronelektrode ein py von 7,15 gemessen, und erst der Zusatz 
von 0,5cem Séure zu 2cem Plasma senkte das py auf 5,1. Dab die 
beobachteten Veranderungen bei der Gerinnung durch die Denaturierung 
des Prothrombins und nicht des Fibrinogens durch Saéuren verursacht 
sind, sieht man, wenn man Serumglobuline und Fibrinogen getrennt 
mit Saure behandelt (1149). Aus den Versuchen geht auch hervor, daB 
die Verlangerung der Gerinnungszeit des mit Saure behandelten Plasmas 
aller Wahrscheinlichkeit nach die Folge der verminderten Dispersitat 
ist, was wie eine Verringerung der Konzentration des Prothrombins 
wirkt (1167). 
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Die folgenden Versuche zeigen, daB die Saurebehandlung ein 
reinen Fibrinogenlésung (Huhn) keine Gerinnungsverzégerung 21) 
Folge hat, obgleich dabei ein Teil des Fibrinogens ausflockt. 

Experiment Nr. 1183 bis 1184. Zu leem Fibrinogen werden 0,2 cc 
physiologische Kochsalzlésung gesetzt (Kontrolle). 

Zu |eem Fibrinogen werden 0,1 cem n/100 HCL und nach Misehuny 
0,lcem n/100 NaOH gesetzt. 

In diesen Lésungen wurde die Gerinnungszeit bestimmt, nachdem ma: 
zu beiden die gleiche Menge einer Serumglobulinlésung (als Prothrombin). 
Thrombokinase und 0,2°, CaCl, gesetzt hatte. Die Kontrollfibrinogen 
losung gerinnt nach 460 Sekunden. Die mit Saéure behandelte Fibrinogen 
lésung gerinnt nach 330 Sekunden. Das mit Saure behandelte Fibrinogen 
gerinnt also nicht langsamer, sondern eher rascher. 

Diese Beschleunigung der Gerinnungszeit des mit Saure behandelten 
Fibrinogens hat sich iibrigens so oft wiederholt, daB wir ihr eine be 
sondere Bedeutung zuschreiben, worauf wir spater zuriickkommen 

Behandelt man statt des Fibrinogens ein Serum mit Saéure (als Pro 
thrombin) und bestimmt die Gerinnungszeit des Fibrinogens mit dieser, 
und dem normalen Serum, so finden wir (1167): 

die Gerinnungszeit ¢ von Fibrinogen mit Kontroll- 


PO Ss as Se 6 ES SG Ss CS Swe es 337 Sekunden 
die Gerinnungszeit ¢ von Fibrinogen mit saéurebehan- 
deltem Serum . . , , 470 


Bei Zugabe von Heparin zu beiden Lésungen bekommen wir folgende 


Werte: 


Gerinnungszeit ¢ von Fibrinogen mit Kontrollserum 1200 Sekunden 
Gerinnungszeit ¢ von Fibrinogen mit saurebehandel- 
COINS SORON ted k oe ae ie pista ee eae ea s 


Der Zusatz von Heparin (etwa 1 mg-°,) zeigt, daB durch die Saure 
behandlung aus dem Globulin ein Stoff von Thrombincharakter ge- 
bildet worden ist. Es sei nochmals betont, daB hier das Thrombin nicht 
aus dem Plasma, das fiir die Reaktion als Indikator benutzt wird 
sStammt,. sondern aus dem Hiihnerserum. Aus der Kontrolle geht hervor. 
daB das unbehandelte Hiihnerserum mit Thrombokinase und der kleinen 
Heparinmenge im Vergleich zum séiurebehandelten Serum sehr schlecht 
gerinnt. Hier ist also tatsichlich Thrombineiweif durch einen unsperi}i- 
schen DenaturierungsprozeB erzeugt, wobei das Calcium keine Rolle mehr 
spielt (1066), und es fehlt nur noch die Thrombokinase, damit die Ge- 
rinnung stattfinden kann. Lin Teil der Wirkung der Thrombokinas: 
kann also durch andere Einwirkungen ersetzt werden. 

Die Beobachtung von Howells Schiiler Cekada (5), daB bei Auf- 
bewahrung des Prothrombins ohne Calcium, nach Chloroformbehandlung 
und nach Anséuerung (bei py 5,2) eine Aktivierung stattfindet, hangt 
sicher mit dieser Tatsache zusammen. 

Die Erhéhung der Labilitaét einer Serumglobulinl6sung nach eine! 
sehr geringen Sadureeinwirkung (0,1 cem n/1l00 HCl, 0,1 cem n/l0v 





be 
sti 
Di 
Gi 
fri 
m 


he 
se 
el 
P) 
m 


di 








Slated 


Aktivierung des Prothrombins. 257 


NaOH auf 1 cem) kommt auch prompt zum Vorschein, wenn man zu 
etwa 0,5 cem dieser Lésung 0,03 mg eines wirksamen Lipoids (Thrombo- 
kinase) zugibt (1167). Kurz nach Zugabe des Lipoids flockt das EiweiB 
viel starker und in gréberen Flocken aus, als in der Kontrolle. 

Die Zunahme der Labilitat (gemessen an der Ausflockung) eines 
Serums oder eines Plasmas nach einer geringen Saureeinwirkung findet 
bei Globulinen des Plasmas oder Serums, nicht aber beim Fibrinogen 
statt. [Wir verweisen iibrigens auch auf die vorhergehende Arbeit (2).] 
Die Labilitétsinderung der Globuline spielt fiir die Beurteilung der 
Gerinnbarkeit eines Plasmas eine entscheidende Rolle, weil, wie wir 
friiher beschrieben haben (11), eine Verlangerung der Gerinnungszeit 
mit einer Zunahme der Ausflockung des Plasmas oder Serums einhergeht. 
Hierauf werden wir in einer spateren Arbeit (12) zuriickkommen. 

Auch bei der Gerinnung eines Plasmas, das vorher kurz mit Saure 
behandelt worden ist, bemerkt man, da das Plasma nach der Gerinnung 
sehr viel triiber ist wie das Kontrollplasma. Kurz bevor die Gerinnung 
eintritt, fallt nimlich das Thrombin in dem mit Saéure behandelten 
Plasma, das vorher ebenso klar war wie die Kontrolle, in groben, manch- 
mal, je nach der Menge der zugesetzten Saure, bréckligen Flocken aus. 

Gewohnlich sieht man, daB eine starke Triibung der Gerinnung 
eines Plasmas unmittelbar vorausgeht. Dies ist schon von vielen 
Forschern beschrieben worden, Hekma (13) u.a. Wir haben diese 
Triibungsvorgange bei der Gerinnung eines Plasmas genauer verfolgt, 
indem wir wahrend des Gerinnungsverlaufs die Triibung mit dem 
Pulfrichschen Stufenphotometer gemessen haben (958 bis 959). Unten 
geben wir die Triibungswerte von einem Plasma, das vorher mit Saure 
behandelt worden ist (2 cem Plasma + 0,1 cem n/ 10 HCl, kurz hierauf 
0,1 cem n/10 NaOH) und dem Kontrollplasma an. Die Mengen des 
Gerinnungsstoffes und des Heparins sind in beiden Fallen die gleichen. 


Tabelle IIL. 





Relative Triibung 
Zeit in Min. — 


nach Zusatz der Mit Saiure 
Thrombokinase Kontroll-Plasma vorbehandeltes 
Plasma 
Unmittelbar 76.0 100 
nach dem Zusatz | oe 
3 149.2 | 4. re 526,3 
> oO 8s , 
6 188.7 | = 446.4 ist geronnen 
30 156.3 333.3 


Die beschriebenen Versuche scheinen iiberzeugend darzutun, daB 
der Gerinnung eine Art Denaturierung der Globuline (Prothrombin) des 
Plasmas vorausgeht. Wir haben schon lange voraussagen kénnen, daB 
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der Gerinnungsstoff seinen isoelektrischen Punkt in der Nahe des Neutra! 
punktes haben muBte. Nun wissen wir, daB es eine notwendige Voraus 
setzung ist. Die Thrombokinase mu8 diejenige Substanz sein, die di: 
, Denaturierung’’ des Prothrombins bewirkt. Da dieser Stoff ein: 
solche Eigenschaft besitzt, konnten wir auch zeigen. Wir nennen vor 
laufig diesen Vorgang eine ,,Denaturierung’. Die ,,Denaturierung’ 
braucht nicht, wie wir es zeigen konnten, durch Thrombokinase zu 
erfolgen, sondern kann durch die verschiedenartigsten Einfliisse bewirkt 
werden. Nun sind die verschiedensten Lipoide und Fette in wasserigen 
Emulsionen imstande, Eiwei8lésungen auszuflocken; daraus folgt 
aber nicht, daB alle Lipoide und Fette gerinnungsaktiv sind. Man 
kann also in der Wirkung der Thrombokinase zwei Komponenten 
unterscheiden: die Fahigkeit, das Prothrombin isoelektrisch zu machen. 
d.h. das Thrombineiwei8 zu bilden — eine Eigenschaft, die es mit 
vielen Fetten und Lipoiden gemeinsam hat — und zweitens eine spezi- 
fische Eigenschaft, die Reaktion zwischen Thrombineiwei8 und Fibri- 
nogen zu ermoglichen. Jede gerinnungsaktive Substanz (Thrombokinase) 
muB beide dieser Eigenschaften besitzen. Die unspezifische Wirkung 
der aktiven Thrombokinase kann durch die verschiedensten physikali- 
schen und chemischen Einfliisse ersetzt werden. Wir haben die Wirkung 
durch Réntgenbestrahlung, Ultraviolettbestrahlung, Erwarmung, Schiit- 
teln und chemisch durch die Saurebehandlung erreicht. 

Das Heparin greift nur in diese unspezifische Reaktion zwischen 
Prothrombin und Thrombokinase (oder Lipoiden) ein. Durch das Heparin 
wird die Denaturierung des Prothrombins oder, was dasselbe ist, die 
Umwandlung des Prothrombins zum ThrombineiweiB verhindert. 
Wir verweisen auf die vorige Arbeit (2), wo wir gezeigt haben, daf 
Heparin auch die Sauredenaturierung des Prothrombins verhindert. 
Wir konnen also auf Grund der experimentellen Tatsachen (970) mit 
Sicherheit ausschlieBen, daB das Heparin die spezifische Funktion der 
Thrombokinase beeinfluBt. Ist nimlich das Prothrombin durch irgend- 
einen denaturierenden EinfluB in Thrombineiwei8 umgewandelt, so 
wird der weitere Verlauf der Gerinnung durch Heparin nicht mehr 
beeinfluBt. 

Die Lipoide, sowohl die gerinnungsaktiven wie die gerinnungs- 
inaktiven (wie z. B. das reine Kephalin), haben die Fahigkeit KiweiB- 
lésungen zu triiben und auszuflocken. 

Im Versuch 1175 wurde zu einem Phosphatputfer (m/75 pH 5,3) eine 
bestimmte Menge einer Pseudoglobulinlésung zugesetzt. Die Globuline 
fielen nicht aus, die relative Triibung war 3,0. Dann wurden 0,3 cem einer 
wasserigen Thrombokinaseemulsion zugesetzt, worauf die Triibung in 
kurzer Zeit auf 70 stieg. Dieselbe Menge an Thrombokinase, der Putfer- 
lésung allein zugesetzt, gab eine Triibung von 23,5. Die Mehrtriibung von 
44,5 kann man der Wirkung des Lipoids auf das Eiwei® zuschreiben. 
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Die aktiven Lipoide (Thrombokinase) flocken nicht nur die Eiweib- 
kérper, die als Prothrombin wirken kénnen, sondern auch verschiedene 
indere, wie z. B. reine Serum- und EiweiBalbumine u. a., aus. 

Wir méchten hier noch kurz ohne weitere Erérterung eine eigentiimliche 
Wirkung der Lipoide auf eine Lésung reinen Fibrinogens, das durch 30° ,ige 
Sattigung mit Ammonsulfat des ,,.Wellanby-Fibrinogens*’ gewonnen wurde, 
erwahnen (1153). Setzt man einer calciumhaltigen Fibrinogenlésung einen 
Lipoidkomplex zu (wobei es ziemlich belanglos ist, ob er aktiv oder inaktiv 


ist), so scheiden sich — bei K6rpertemperatur in 2 bis 3 Minuten, bei 
Zimmertemperatur in etwas langerer Zeit — Fibrinflocken aus, die sich 


bald zu einem kleinen, in der Lésung schwimmenden Klumpen zusammen- 
ballen. Entnimmt man der klaren Lésung, in der sich der Fibrinklumpen 
befindet, einen Tropfen und setzt diesen einer neuen Fibrinogenlésung 
gleicher Art zu, so flockt jetzt das Fibrinogen in noch viel kiirzerer Zeit aus, 
trotzdem die zugesetzte Lipoidmenge viel geringer ist als vorher. Es hat 
sich ein Lipoid-Fibrinogenkomplex gebildet, der nunmehr imstande ist, 
eine Fibrinogenlésung in sehr kurzer Zeit zur Ausflockung zu_bringen. 
Interessanter, aber noch véllig ungeklart, ist die Tatsache, da Heparin auf 
diesen Vorgang der Fibrinbildung aus einer Fibrinogenl6sung durch Thrombo- 
kinase fast ohne Wirkung ist. Wie das Prothrombin kann also auch das 
Fibrinogen sowohl durch ein gerinnungsaktives als durch ein gerinnungs- 
inaktives Lipoid zur Ausflockung gebracht werden. 

Lipoide wirken auf reines Fibrinogen fast unabhangig davon, ob 
Heparin vorhanden ist oder nicht. Wir haben beobachtet, daB auch 1 °,, iges 
Heparin (Kahlbaum) ohne Einflu8 bleibt. Dieser ProzeB ist noch nicht 
geklart, es ist wahrscheinlich, daB weitere Untersuchungen hieriiber auch 
zu einer weiteren Aufklaérung des Blutgerinnungsvorganges fiihren kénnten. 


Zusammenfassung. 

1. Die Wirkung der Thrombokinase als Aktivator des Prothrombins 
wird eingehend untersucht. 

2. Es wird gefunden, daB bei der Aktivierung des Prothrombins 
durch die Thrombokinase eine ,,Denaturierung™ stattfindet. 

3. Dieser Denaturierungsvorgang ist véllig unspezifisch und kann 
durch physikalische, chemische, aktinische Einwirkungen  ersetzt 
werden. 

4. Die unspezifische Funktion der Thrombokinase, die tibrigens 
auch andere Lipoide besitzen, besteht darin, die Léslichkeit des Pro- 
thrombins im Neutralpunkt herabzusetzen. 

5. Der gerinnungshemmende EinfluB des Heparins besteht nur 
darin, die Denaturierung des Prothrombins durch die Thrombokinase 
zu verhindern., 

6. Ist das Prothrombin einmal denaturiert, so vermag das Heparin 
dessen gerinnungsauslésende Wirkung nicht mehr zu_ verhindern. 
Diese Tatsache erméglicht es, die Bildung echten Thrombins nach- 
zuweisen. 
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7. AuBer der unspezifischen Funktion der Thrombokinase (Denatu 
rierung) gibt es noch eine spezifische. Wenn die Kupplung zwischen 
Thrombokinase und Prothrombin mit Calcium stattgefunden hat 
entsteht das unlésliche Denaturierungsprodukt, welches das Fibrinoge: 
nur dann zu Fibrin umwandeln kann, wenn die verwendete Thrombo 
kinase eine ganz bestimmte chemische Konfiguration hat, die wir noch, 
nicht kennen. 

8. Fiir die Aktivierung des Prothrombins sind beide Eigenschaften 
unbedingt notwendig. Die unspezifische Funktion (das Prothrombin 
isoelektrisch zu machen) haben die aktiven Lipoidkomplexe mit den 
inaktiven gemeinsam, die spezifische Wirkung scheint aber nur einem 
bestimmten Lipoidkomplex vorbehalten zu sein. 

9%. Es wird eine Ausflockungsreaktion in dem System: reines Fibri- 
nogen—Thrombokinase beschrieben, die von Heparin vollkommen 
unabhangig ist. 
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Finige Untersuchungen iiber das latente Bild der Blutgerinnung. 
Von 
; Albert Fischer. 
(Aus dem biologischen Inatites der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 12, Mdrz 1934.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Friihere Untersuchungen (1) (2) (3) tiber den von uns nun auf- 
geklarten Mechanismus der Heparinwirkung auf die Blutgerinnung 
gaben den AnlaB zu umfangreichen vergleichenden Untersuchungen 
der Gerinnbarkeit eines Blutplasmas und der Ausflockungsreaktion 
des entsprechenden Blutserums. Zum groBen Teil sind diese Unter- 
suchungen unver6ffentlicht geblieben. Wir konnten feststellen, daB 
eine Zunahme der Heparinmenge im Blute einen Anstieg der Trubungs- 
werte der SerumeiweiBe in elektrolytarmen Pufferlésungen von py 5 
zur Folge hatte. Sowohl die FlockungsgréBe wie das Flockungs-px- 
Optimum von Globulinen wird durch Heparin sehr stark beeinfluBt. 
Dazu kommt, daB das Albumin, das sonst im isoelektrischen Punkt 
iiberhaupt nicht ausflockt, mit Heparin ausflockt. Da, bei sonst gleichen 
Bedingungen, die FlockungsgréBe eines Serums anscheinend von der 
Heparinmenge abhangig ist, haben wir versucht, die FlockungsgréBe 
bei pu 5 (wo die gréBten Ausschlige vorkommen) als ein MaB fiir die 
Heparinmenge eines Plasmas, oder was dasselbe ist, fiir die Gerinnbarkeit 
des Plasmas zu verwenden. 

Eine gute Ubereinstimmung zwischen der FlockungsgréBe eines 
Serums und der Gerinnungsfaihigkeit des entsprechenden Plasmas 
wurde tatsachlich gefunden. Indessen hat es sich gezeigt, daB man durch 
verschiedene physikalische und chemische Eingriffe die Triibungswerte 
eines Plasmas oder Serums, und damit auch die Gerinnbarkeit des 
Plasmas, veriindern kann. Das Interessanteste dabei ist, daB die Labilitat 
und Gerinnbarkeit durch die Denaturierung in gleichem Sinne wie durch 
das Heparin verandert werden. Mit zunehmender Menge von Heparin 
steigen die Ausflockungswerte, und die Gerinnbarkeit des Plasmas 
nimmt ab. Man kann also die Verlangerung der Gerinnungszeit eines 
Plasmas sowie die damit einhergehende Erhéhung der Labilitat der 
Serumglobuline nicht nur durch Steigerung der Heparinkonzentration, 
sondern auch noch auf eine ganz andere Weise hervorrufen. Will man 
die Bestimmung der Labilitat der Serumglobuline als Ma fiir die 
Gerinnungsfahigkeit benutzen, so ist es praktisch belanglos, ob die 
Gerinnungsverzogerung durch Zunahme der Wasserstoffionenkonzen- 
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tration oder aus anderen (noch unbekannten) Griinden erfolgt. Ein: 
Unterscheidung dieser beiden Ursachen scheint durchaus méglich zu 


sein, und wir werden hierauf bei einer spateren Gelegenheit zuriick 
kommen. 

In dieser Mitteilung beschreiben wir Untersuchungen der Labilitits 
reaktion der PlasmaeiweiBe (die Ausflockung in Pufferlésungen) vo: 
dem Eintreten der Gerinnung. Hierdurch la8t sich die erste und auch 
der latente Teil der zweiten Gerinnungsphase sichtbar machen, so dai 
die Aussicht besteht, auch die bisher unbekannte zweite Phase der 
Gerinnung aufklaren zu kénnen. Die in unseren friiheren Arbeiten be- 
schriebene Anordnung der Gerinnungsversuche wird im allgemeinen 
auch hier verwendet. 

I. 

Fiigen wir eine ganz geringe Menge einer reinen, alkoholléslichen 
Thrombokinase (4) zu einer bestimmten Menge von Hiihnerplasma 
hinzu, so gerinnt dieses nach einer gewissen Zeit. Nach der klassischen 
Vorstellung der Blutgerinnung, die heute noch als richtig anerkannt 
ist, kuppelt sich die Thrombokinase an das Prothrombin im Plasma 
und bildet in Gegenwart von Calcium Thrombin. Diese Vorginge, 
die vor der Gerinnung eintreten, kann man verfolgen, indem man von 
Zeit zu Zeit eine kleine Menge Plasma abpipettiert und es in einer 
passenden Pufferlésung zur Ausflockung kommen 1a4Bt, um die relative 
Triibung zu messen. 

Als Beispiel sei folgender Versuch angefiihrt (1071). Zu 1.5 cem Plasma 
werden 0,03 mg Thrombokinase gesetzt. Ein kleiner Vorversuch zeigte, 
daB die Gerinnung nach etwa 7 bis & Minuten stattfindet. Nun wird von 
Zeit zu Zeit, wie aus der Tabelle | hervorgeht, 0,05 cem des Plasmas zu 
10 cem eines m/150 Phosphatpuffers von py 4,9 gesetzt und die Triibung 
nach einer bestimmten Zeit abgelesen. 


Tabelle I. 





Zeit in Min. 
Nr. nach Zusatz der 
Thrombokinase 


Zeit in Min. 
Nr. nach Zusatz der 
Thrombokinase 


Relative 
Triibung 


Relative 
Triibung 


1 0,0 57 4 3,0 39 
2 1,0 58 5 3.5 27 
3 2.0 38 6 4,0 §.2 





Die tbrigen Versuche zeigen im wesentlichen das gleiche wie 
dieses Beispiel: die Ausflockungsgr6Be und die Labilitaét sind um so 
kleiner, je naéher man an den Gerinnungspunkt kommt. Man kénnte 
vermuten, das sofort eine Bildung von kleinen, stark zusammen- 
klebenden, hydratisierten Teilchen oder ,,Mikrogerinnseln*: erfolgt. 
Allmahlich vergréBern sich diese ,,Gerinnsel, um sich zum SchluB 
alle in einem einzigen groBben Gerinnsel zu vereinigen. 
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Wie in der Einleitung gesagt wurde, sieht man also hier, wie die 
Tribungswerte bei zunehmender Gerinnbarkeit abnehmen. Richtiger 
ware es, die Gerinnbarkeit eines Plasmas danach zu definieren, wie 
weit es sich von seinem Endzustand, namlich dem Zustand eines festen 
Gerinnsels, befindet. Es scheint die zweite Phase der Blutgerinnung 
nicht erst in dem Moment einzusetzen, wo alles nétige Thrombin ge- 
bildet ist, sondern schon mit der Bildung der ersten Keime des Thrombins 
anzufangen, um zum Schlub, wie ein echter autokatalytischer ProzeB, 
mit gréBter Geschwindigkeit zu verlaufen. Die Verminderung der 
Labilitat des Eiweibes beim Fortschreiten der Reaktion zwischen 
Thrombokinase, Prothrombin und Fibrinogen ist mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit auf die Veraénderung des Fibrinogens zuriickzufiihren. 
Denn man sieht zwei verschiedene Reaktionsformen auftreten, je nach- 
dem man alkohollésliche Thrombokinase dem isolierten Prothrombin 
oder dem Fibrinogen zusetzt. 

Zu 1,5cem einer reinen Lésung von ,,Cerinnungsglobulinen* (Pro- 
thrombin), die aus dem .,Mellanby-Fibrinogen*’ aus Ptferdeplasma nach 
Schmitz (5) isoliert wurden, setzten wir 0,03 mg einer Thrombokinase 
(1084). In gewissen Abstanden, die aus Tabelle Il zu ersehen sind, wurde 
0,05cem der Globulinlésung zu 10cem Phosphatpuffer (m/150, py 4,9) 
gegeben und die relative Triibung gemessen. Versuchstemperatur 39°C. 


Tabelle Il. 





Zeit in Min. 
nach Zusatz der 
Thrombokinase 


Zeit in Min. 
Nr. nach Zusatz der 
Thrombokinase 


Relative 


Relative : 
Nr. Triibung 


Triibung 





1 Vor dem Zusatz 175,4 4 5,0 192.3 
9 | Unmittelbar nach 19 9 5 18,0 192.3 
= | dem Zusatz 182,8 6 52,0 204,1 
3 1,0 190.5 


Man sieht hier Veraénderungen im Sinne einer Zunahme der Labilitat, 
die in einer gr6Beren Ausflockung ihren Ausdruck findet. 

Anders verlauft der Versuch mit einer reinen Fibrinogenlésung 
(das Fibrinogen wurde aus derselben Fraktion wie das Prothrombin 
aus Pferdeplasma gewonnen) (1085). Das Fibrinogen reagiert mit 
Thrombokinase genau wie das native Plasma (Tabelle I), insofern 
als die Flockung mit der Zeit abnimmt. Versuchstemperatur 39° C. 
Tabelle III. Die Bedingungen wie in Tabelle LI. 

Fibrinogen reagiert also mit Thrombokinase wie intaktes Plasma; 
d. h. mit einer stetigen Abnahme der Labilitat des EiweiBes (verminderte 
Ausflockung). Eine Mischung aus Globulin und Fibrinogen hat sich 
wie reines Plasma verhalten (1086). Die erhéhte Labilitat (gréBere 
Ausflockung) des Globulins (Prothrombins) nach Einwirkung von 
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Tabelle III. 





Zeit in Min. 
nach Zusatz der 
Thrombokinase 


Zeit in Min. 
Nr nach Zusatz der 
Thrombokinase 


Relative 


Relative . 
: Nr. Triibung 


Triibung 


1 Vor dem Zusatz 87,0 4 6,0 79.5 
9 | Unmittelbar nach | 91.0 5 10,0 76,0 
oa dem Zusatz ae 6 38.0 69,0 
3 3,0 83,0 7 60,0 67,0 





Thrombokinase ist die gleiche Erscheinung wie die, welche wir in de: 
vorhergehenden Mitteilung (6) beschrieben haben, d.h. eine Dena 
turierung, die die Entstehung des Thrombins anzeigt. 

Da wir mit Sicherheit sagen kénnen, daB die Denaturierung des 
Prothrombins (Unléslichwerden im Neutralpunkt), die physiologischet 
weise durch Thrombokinase erfolgt, eine fiir die Blutgerinnung not- 
wendige Bedingung ist, so versuchten wir, durch andere Eingriffe dit 
Wirkung der Thrombokinase zu ersetzen. 

Wird Hiihnerplasma bei héherer Temperatur gehalten, so ver- 
andern sich die verschiedenen Eiweibe, je nach der Héhe der Tem- 
peratur und der Dauer. Erwarmt man ein Plasma auf 48° C und unter- 
sucht dann, bei Zusatz gleicher Mengen einer bestimmten Thrombo- 
kinase, die Abhangigkeit der Gerinnungsgeschwindigkeit von der Dauer 
der vorhergehenden Erwarmung, so findet man, daB jene zuerst zu- 
nimmt, ein Maximum erreicht, um bei noch langerer Erwarmung 
wieder abzunehmen. DaB die Flockungsreaktionen im Plasma einen 
komplizierten Verlauf nehmen, ist, da es ja EiweiBkérper verschiedene: 
Labilitat und Denaturierbarkeit enthalt, verstandlich. 

Zuerst soll ein einfacher Versuch angefiihrt werden (1089). 

Eine gré8ere Menge Hiihnerplasma wurde in ein Wasserbad von 
.47°C gebracht. In bestimmten Zeitabstanden wurde ein Teil entnommen 
und sofort in Eis gekiihlt. Dann wurden diese einzelnen Fraktionen 
auf ihre Gerinnungsgeschwindigkeit gepriift, indem man eine be- 
stimmte Menge der gleichen Thrombokinase zusetzte. Es soll hier nochmals 
betont werden, daB nur Thrombokinase, ein eiweiBfreies Lipoid. zugesetzt 
wurde, da man ja sonst keinen Einblick in die Thrombinbildung selbst 
bekommen wiirde. 

Man sieht, Tabelle LV, daB die Gerinnungszeit durch die Erwarmung 
stark herabgesetzt wird. Der Gang der Triibung zeigt, wie sonst, eine 
Verminderung der Ausflockungsgré68e. Da8B wirklich durch die Er- 
wirmung Thrombin gebildet wird, d. h. daB durch die Erwarmung 
das Prothrombin in das ThrombineiweiB umgewandelt worden ist, und 
daB also die Denaturierung, die sonst durch Thrombokinase geschieht. 
hier durch die Erwairmung bewirkt wird, zeigen folgende Versuche 


(1091) Tabelle V. 
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Tabelle IV. 





Zeit der Erwirmung 


Nr. des Plasmas auf 47°C tea > gaa Tranene 
in Min. ; 

1 Vor der Erwarmung 420 55,0 
2 2 360 46,0 

3 5 300 38,0 

4 10 240 38.8 
5 20 180 41.5 
6 30 120 44.0 

7 45 45 80.0 


Das Plasma wurde im Wasserbad bei 48° C erwarmt, der Versuch wie 
der vorhergehende ausgefiihrt. und die Thrombinbildung, d.h. das Vor- 
handensein von Thrombineiweib, festgestellt. indem man gleichzeitig mit 
der Thrombokinase eine gewisse Menge Heparin zusetzte. Da die Kuppelung 
von Thrombokinase und Eiwei unabhaingig vom Heparin vor sich geht 
(die Wirkung des Heparins besteht ja nur darin, die Umwandlung des Pro- 
thrombins in Thrombineiwei8 zu verhindern), so wird die Gerinnung mit 
Heparin um so friiher eintreten, Je mehr Thrombineiwei8 gebildet ist. 


Tabelle V. 





Zeit der Erwi g — a Geri rszei lative 
Nr. || des Plasmas auf asec Gerinnangszelt in Sek. mit. Pelstive 
in Min. 8 mg-°/) Heparin 

{ Vor der Erwarmung } ; ‘ _ 
1 onesie | 210 1200 137,0 
2 10 165 1440 137,0 
3 20 120 1200 133,3 
+ 30 105 1230 120.5 
5 40 85 425 100.0 
6 50 50 140 62,5 
7 80 320 350 77,0 

| nicht nach | 
8 185 4620 Sek. - _ 
geronnen 


Aus diesem Versuch sieht man, daB die Gerinnungsgeschwindigkeit 
mit der Erwarmungsdauer zuerst zunimmt, ein Maximum _ passiert 
und dann sehr stark abnimmt: gleichzeitig hiermit wird die Ausflockungs- 
gréBe zuerst geringer und nimmt dann, nachdem das Gerinnungs- 
optimum passiert ist, wieder zu. Aus den Gerinnungszeiten in Gegen- 
wart von Heparin sieht man, daB nach einer gewissen Erwarmungszeit 
sich so viel ThrombineiweiB gebildet hat. daB die Gerinnung nach 
Kuppelung mit Thrombokinase (die immer die gleiche Menge betrug) 
bedeutend schneller verléuft als in dem nur kiirzere Zeit erhitzten 
Plasma oder in der Kontrolle. Jenseits des Gerinnungsoptimums 
gibt es einen Punkt, wo die Gerinnungszeit mit oder ohne Heparin 
die gleiche ist. Dies bedeutet, daB alles Prothrombin in Thrombin- 
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eiweiB umgewandelt ist. Dabei nimmt wohl der Dispersitatsgrad des 
Prothrombins ab, was eben in der Verlingerung der Gerinnungszeit 
(in den Versuchen ohne Heparin) sichtbar wird. Wenn alles Prothrombin, 
schon als Thrombineiwei8 in einem passenden Dispersitatsgrad vorliegt 
miissen die Gerinnungszeiten unabhingig vom Heparin sein. 

Man kann den Vorgang von einem anderen Gesichtspunkt aus 
betrachten, wobei auch der Dispersitaétsgrad  beriicksichtigt wird 

Bei der Erhitzung des Plasmas bildet sich aus dem hochdisperse: 
Prothrombin mit der Zeit mehr und mehr denaturiertes Prothrombin, 
néimlich Thrombineiwei8. Dabei vermindert sich der Dispersitétsgrad. 
was mit einer Verringerung der Oberflache gleichbedeutend ist, und sic} 
so auswirkt, als ob die Konzentration geringer geworden sei [siehe friihere 
Untersuchungen (6)|.. Das Prothrombin geht allmahlich in eine Form iiber., 
die wir als B-Form bezeichnen kénnen. Diese B-Form ist relativ reichlich 
vorhanden, da die einzelnen Teilchen noch relativ klein sind. Die Gerinnungs 
zeit ohne Heparin ist jetzt verkiirzt, weil durch die Warmedenaturierung dic 
Reaktion mit Thrombokinase beschleunigt ist. Das Gerinnungsoptimum 
muB wahrscheinlich als der Zustand charakterisiert werden, wo das Pro 
thrombin sich hauptsaéchlich in der B-Form befindet. Bei weiterer Er 
hitzung werden die Teilchen noch gréBer, was sich nun in der verlangerten 
Gerinnungszeit ohne Heparin bemerkbar macht. Hier bildet sich jetzt eine 
Form, die wir als © bezeichnen kénnen. Diese ist nicht inaktiv, zeichnet 
sich aber besonders dadurch aus, daB die groBen Teilchen oder Konglomerate 
von Teilchen an Anzahl so gering sind, daB die Gerinnungsgeschwindigkeit 
stark herabgesetzt wird. In der Tabelle kénnen wir das Prothrombin in 
der ersten Reihe als A-Form bezeichnen. In der zweiten bis sechsten bildet 
sich allmahlich immer mehr von der A-Form in die B-Form um. Die Bildung 
der C-Form geht bestimmt schon in Nr. 2 bis 6 vor sich, macht sich aber bei 


der Gerinnungsprobe zuerst in Nr. 7 und namentlich in Nr. 8 bemerkbar. 

Befindet sich das Plasma bei héherer Temperatur, z. B. bei 50 bis 
53°C (1090), dann passiert es schnell sein Gerinnungsoptimum und 
kommt in das Gebiet, wo die Gerinnung verzégert ist, was der C-Form 
des Prothrombins entspricht. 

Wir haben gezeigt, daB es méglich ist, eine Vorsensibilisierung 
des Plasmas durch Erwarmung zu erzielen, so daB die Gerinnung in 
viel kiirzerer Zeit verlauft. Diese Beobachtung hat schon Wdhlisch 
gemacht und er glaubt mit Recht, daB Hitzedenaturierung, Spontan- 
denaturierung und die durch Thrombingerinnung — hervorgerufene 
Gerinnung des Fibrinogens wesensgleiche Vorgainge sind. Wir kénnen 
uns der Auffassung von Wdohlisch (7) anschlieBen, daB das Thrombin 
als ein spezifischer Katalysator der spontanen Denaturierung zu_be- 
trachten ist. 

Die Labkoagulation einer Caseinlésung weist in vieler Hinsicht 
Analogien mit der Blutgerinnung auf. H. Holter (8) zeigte, daB das 
Substrat auch durch Vorwairmung gegen Lab sensibilisiert werden 
kann. Sehr interessant ist der Befund von Holter, daB dabei die Triibung 
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steigt, wenn die Gerinnungszeit abnimmt. Auch bei der Gerinnung 
m Casein findet man also Dispersitaétsinderungen, die mit der Ver- 
anderung der Gerinnbarkeit einhergehen, und zwar umgekehrt wie 
beim Blutplasma, wo die Triibung mit zunehmender Gerinnungszeit 
stirker wird. Wir haben gesehen, daB die AusflockungsgréBe von 
Plasma um so geringer wird, je ndher wir an den Gerinnungspunkt 
kommen. Es ist gleich, ob der GerinnungsprozeB durch Zusatz von 
Thrombokinase oder durch Erwarmung des Plasmas eingeleitet wird. 
In einer friiheren Mitteilung (9) haben wir tiber die kurzdauernde 
Wirkung von kleinen Siuremengen auf das Plasma und seine einzelnen 
Komponenten berichtet. Es stellte sich hierbei heraus, daB die Zugabe 
von ganz geringen Sauremengen in reinen Fibrinogenlésungen eine 
Verringerung, in) Globulinlésungen aber eine Steigerung der Aus- 
flockung hervorruft. 

Die Saureeinwirkung auf intaktes Plasma ergab immer eine gréBere 
Ausflockung, nicht allein bei py 5, sondern im ganzen Bereich von 
put bis 8. Eine Erklarung dafiir wurde gegeben. Jetzt soll in diesem 
Zusammenhang tiber die Gerinnungsgeschwindigkeit eines derartig 
mit Saure behandelten Plasmas, wobei auch die Triibungswerte  be- 
stimmt werden, berichtet werden. Ein Versuch mag hier angefiihrt 
werden (1015). 

Zu drei Portionen Hiihnerplasma von je 2 cem wurden verschiedene 
Mengen von n/10 HCl gesetzt, die sofort mit der aquivalenten Menge 
n lO NaOH neutralisiert wurden. Tabelle VI gibt die Zeit an, in der die 
Gerinnung, die dureh Zugabe von Thrombokinase hervorgerufen war, 
eintrat. Die relative Triibung bei pq 5 und die FlockungsgréBe, die bei 
Sattigung mit Ammonsulfat bis zu 30, 50 und 80°,, eintrat, wurde fiir die 
verschieden behandelten Plasmaportionen festgestellt und diente also, 
ebenso wie die Gerinnungszeit, zur Charakterisierung des Zustandes des 
Plasmas nach der Saurebehandlung. 


Tabelle VI. 





Vorbehandlung 


atk niin Gerinnungs- Relative Relative Relative Relative 


geschwindig- Priit - Triibung Triibung Tribung 
Breda keit " "a bei 30 °/o bei 50 9/5 bei 80°), 
phot ayes arg 1 3 Sittigung mit Si&ttigung mit Si&ttigung mit 
deeet lame 1000- t PHS Ammonsulfat © Ammonsulfat Ammonsulfat 
0,0 | — ‘ Fadia ‘ 
i oe ae 10.5 95 49.0 8.0 116.3 
Kontrolie | 9 ’ 
0,2 4.6 96 73,0 100,0 126,6 
0.5 1,9 131,6 66,5 85.0 133,3 
1,0 — 175,4 87,0 68,0 129.8 


Es geht aus der Tabelle VI hervor, daB mit zunehmender Saure- 
einwirkung die Gerinnungsgeschwindigkeit (der reziproke Wert der 
Gerinnungszeit ¢ in Sekunden) mit gleichen Thrombokinasemengen 
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abnimmt, wobei die Triibungswerte in Pufferlésung von py 5 und zun 
Teil auch die Ammonsulfatfillungswerte steigen. Es ist zu beachten 
daB die Ammonsulfatfallungen selbst von dem physikalisch-chemische i) 
Zustand der EiweiBkérper abhangen, und daB sie also nicht einfac! 
die Mengenverhaltnisse der verschiedenen Komponenten angeben 
so wie Schmitz und Waulkow (10) es sich vorgestellt haben. Diese Method: 
der quantitativen KiweiBanalyse [Rademaker (11)] ist also zur Bi 
stimmung der Albumin-Globulin-Quotienten im Serum nicht seh: 
geeignet. 

Wir erklaren die herabgesetzte Gerinnbarkeit des siurebehandelten 
Plasmas durch die Veranderung des Dispersitatsgrades des Prothrombins 
was wie eine Konzentrationsverminderung wirkt. 


Il. 


Die Umwandlung des Prothrombins zum Thrombineiweif | ist 
derjenige Vorgang im ganzen BlutgerinnungsprozeB, der eine relatiy 
groBe Zeit in Anspruch nimmt. Setzen wir eine Thrombokinase einem 
Hiithnerplasma zu, das praktisch thrombinfrei ist, so muB erst das 
ThrombineiweiB gebildet werden, bevor die Gerinnung eintreten kann 
Untersuchen wir die Gerinnungsgeschwindigkeit eines Hiihnerplasmas 
als Funktion der Thrombokinasemenge, so bekommen wir einen Aus- 
druck fiir den zeitlichen Verlauf der Umbildung des Prothrombins 
(dessen Menge konstant bleibt) zu Thrombin. In Tabelle VII und im 
Diagramm in Abb. 1 ist ein solcher Versuch (973) aufgetragen. Als 
Thrombokinase wurde ein reiner, sehr aktiver Komplex (II C8), der 
von /. Hecht und mir (4) zusammen aus Schweinehirn isoliert wurde, 
verwendet. Die Ausgangslésung war eine wasserige Emulsion, die 1 mg 
Lipoid pro 1 ecm enthielt. Das Lipoid wurde in Mengen, die in Ta- 
belle VII angegeben sind, zu 0,2 cem Hithnerplasma zugesetzt. 


Tabelle VII. 








Thrombo- Ge- Gerinnungs- Thrombo- Ge- Gerinnungs- 
Nr kinase rinnungs- | geschwindig- Nr kinase rinnungs- geschwindig 
i in y zeit t keit tia in } zeit ¢t keit 
zugesetzt in Sek. 1000. 1¢ zugesetzt in Sek. 1000.14 
1 150 140 7,14 7 2,25 427 2,3 
2 75 145 6,9 8 1,125 580 if 
3 37 178 5,6 g 0.5625 802 1,2 
4 18 208 4.8 10 0.26125 993 1,0 
5 g 266 37 11 0,1362 1112 0,9 
6 4.5 327 3,0 12 | 0,0661 1395 0,7 


Man sieht, daB die Thrombokinase in Mengen von 0,06 y noch 
deutlich wirksam ist. Aus der Kurve der Abb. 1, in der die Logarithmen 
der reziproken Zeiten als Funktion der Logarithmen der Konzentration 
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cingetragen sind, sieht man, dal} jene von diesen anna&hernd linear 
abhaéngen. 

Wenn es sich wirklich um einen DenaturierungsprozeB handelt, 
miuBte der soeben beschriebene Verlauf der Gerinnung eines thrombin- 
freien Blutplasmas als Funktion der Thrombokinasekonzentration 
identisch mit der Triibungskurve einer Prothrombinlésung als Funktion 
der Temperatur sein. Im ersten Falle 





ae — 
haben wir das Lipoid (Thrombokinase) pol WI 
als denaturierenden Faktor, im zweiten e744 
die Temperatur. & 46! 

2 45) 


Der Versuch wurde so ausgefiihrt, daB  .g¢! 
in einer Reihe von Reagensgléisern, die 43} 


He 
l\0cem destilliertes Wasser enthielten, je | 42} 
leem einer Muskelglobulinlésung zugesetzt | yt 
wurde. Dann wurden sie ins Wasserbad asl 





bei verschiedenen Temperaturen gebracht a 
und die Zeit festgestellt, bis ein willkiir- 

lich gewahlter, aber bei allen Temperaturen 
gleicher Triibungswert erreicht war. In der Abb. 1. 

Tabelle VIII sind die Werte aufgetragen. 

Die Triibungsgeschwindigkeit hangt von der Temperatur in ahnlicher Weise 
ab wie die Gerinnungsgeschwindigkeit von der Thrombinkonzentration. 


“95 37 9 45 2510S GBUU 
——>—/0g(m:2") 7 


Tabelle VIII. 





Die Zeit in Sek., in der Triibungs- 


Temperatur 


Nr. der Triibungswert 410 geschwindigkeit 
OTe erreicht wurde 1000.1 

1 43 LSO0 0,5 

2 45 900 1] 

3 47 420 2.4 

4 48,5 240) 4,2 

5 50 150 6.6 


Aus diesem Versuch scheint deutlich hervorzugehen, daB der 
DenaturierungsprozeB des Prothrombins, der eine Voraussetzung fiir 
die Blutgerinnung ist, ob durch Thrombokinase oder durch Warme 
hervorgerufen, in gleicher Weise verlauft. 


In diesem Abschnitt soll tiber das latente Bild der Kuppelung 
zwischen Thrombokinase und Prothrombin auBerhalb des Blutplasmas 
berichtet werden. Die Methode besteht einfach darin, daB man Thrombo- 
kinase zu einer Globulinfraktion (Prothrombin) zusetzt und von 
Zeit zu Zeit dieser Mischung eine Probe entnimmt, sie einem 
Hiihnerplasma zusetzt und die Gerinnungszeit bestimmt. Als Kon- 
trolle dient die Thrombokinase allein und zwar in derselben Ver- 

18* 
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diinnung (mit 0,9°, NaCl), wie sie in der Prothrombinlésung v 
handen ist. 

Kine Serumglobulinlésung aus Hiihnerserum dient als Prothrombi: 
Ks ist beim Hiihnerserum giinstig, daB das Serum thrombinarm ist 
und deshalb als inaktive Kuppelungskomponente verwendet werde; 
kann. Allein ruft es auch nach langer Zeit keine Gerinnung des Plasmas 
hervor. Diese Kuppelungsversuche haben wir mit Vollserum, dev 
gesamten Globulinen und mit isolierten Eu- und Pseudoglobuline 
ausgefiihrt. Alle haben allmahlich aktive Thrombinpraparate gegebe: 
Vorlaufig sieht es aus, als ob die Globuline mit der gréBten Léslichkeit 
die wirksamste EKiwei8komponente des Thrombins sind. 

Es sei hier ein Versuch mit Pseudoglobulinen beschrieben (1204 

Zu einer bestimmten Menge der betreffenden Globulinlésung (als 
Prothrombin) wurde eine gewisse Menge Thrombokinase [alkohollésliches 
Lipoid aus Schweinehirn (4)] zugesetzt. Als Kontrolle diente die Thrombo 
kinase allein, in physiologischer Kochsalzlésung in gleicher Verdiinnung wie 
in der Prothrombinlésung. Beide Lésungen wurden in ein Wasserbad von 
39°C gebracht. Von Zeit zu Zeit wurde von der Kontrollésung und de1 
Versuchslésung die gleiche Menge entnommen, zum gleichen Plasma zu- 
gesetzt und Doppelbestimmungen gemacht. Die Tabelle [IX und Abb. 2 
geben die Resultate wieder. 


Tabelle LX. 





_ Zeit Gerinnungs- _ Zeit goo 4 .. Gerinnungs- 
in Stunden ||Gerinnungszeit esch windig- in Stunden Gerinnungszeit reschwindiz 
_ nach t in Sek. Toit 1000 i nach t in Sek. , oar 1000.14 
Kuppelung : Kuppelung : 
0 260 3,8 5,0 117 8,5 
0,5 210 4,8 7,5 50 20,0 
1,5 200 5,0 8,5 47 21,3 
3,0 175 5,7 11,5 42 23,8 





Schon unmittelbar nach dem Zusatz von Thrombokinase zu de1 
Globulinlésung hat die Mischung eine starkere Wirkung auf die Ge 
rinnung als die Thrombokinase 

















: HM aia EE Dh a a nee we allein. LaBt man die Mischung 
114 [} TA | TTT! olanger stehen, so steigt ihre Wirk- 
$4 fs samkeit erst langsam, nimmt dann 
fo i Ait tt tt! nach etwa 4 bis 5 Stunden rasch 
: a BO a = | ae zu: erreicht nach etwa 6 Stunden 
3 tan ee Lod [1] ein Maximum und klingt dann 
o 723 #°5 678 3 ®# Jjangsam ab. Diese Kurve ist de1 
——Zeit in Stunden i ; 
Abb. 2. Ausdruck der Bildung des Throm- 


bins, dessen Wirkung auch von 
seinem Dispersititsgrad abhingt. Bei dem Inaktivwerden des Throm 
bins spielt die Verminderung des Dispersitatsgrades eine groBe Rolle 
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vobei also die Verminderung der Teilchenzahl von gréBerer Bedeutung 
st als die Anderung der Beschaffenheit der einzelnen Teilchen. Hier- 
lurch entsteht vermutlich das sogenannte Metathrombin. Die Rolle der 
Alkali- oder Séureaktivierung des Metathrombins kénnte darauf beruhen, 
daB der Dispersitatsgrad fiir kiirzere Zeit wieder erhéht wird. 
Mellanby (12) gibt Versuche an, die einen ahnlichen Verlauf der Throm- 
hinbildung zeigen. 

In einem anderen Versuch (1172) wurde die Wirkung des durch 
die Aktivierung entstandenen, ausgeflockten EiweiBes naher untersucht. 
Die Lésung wurde sofort zentrifugiert und die Gerinnungszeit eines 
Plasmas mit dieser L6sung vor und nach dem Zentrifugieren bestimmt. 
Hier die Ergebnisse: 

Gerinnungszeit vor dem Zentrifugieren. . .. 0.0. = 180 Sekunden 
< nach ,, is Me ela te Gee a 
der Bodensatz in 1/, Volumen des urspriinglichen 


suspendiert . . . , + oe 60 


Das ausgetlockte Eiwe iB ist sli am wirksamsten. 

In einem anderen ahnlichen Versuch (1177), wo Pseudoglobuline 
an Thrombokinase gekuppelt waren, wurde geprift, ob das gebildete 
Produkt auch wirklich Thrombin war. 

10 mg-°,, Heparin wurden zu zwei Reihen Plasma zugesetzt. Zu der 
einen wurde die Thrombokinasekontrollésung, zu der anderen das aktive 
Produkt, nach dem es 24 Stunden bei 39° C gestanden hatte, zugesetzt. 

t fiir die Kontrolle mit Heparin. . . . . « . 2595 Sekunden 
t .,  ., gekuppelte Lésung mit Heparin ta = eo i 
Man kann hieraus folgern, daB es sich um die Bildung von wirklichem 


Thrombin handelt, da heparinhaltiges Plasma damit schneller als mit 
Thrombokinase zur Gerinnung gebracht wird. 


IV. 

Reines Fibrinogen ist viel labiler als die iibrigen Plasmaglobuline. 
Die Denaturierungsprodukte von Fibrinogen, durch Einwirkung von 
Warme, chemische Einwirkungen oder Thrombin entstanden, zeigen 
gleiche Eigenschaften und sind, wie auch Wohlisch angibt, nicht von- 
einander zu unterscheiden. Alle bilden sie sehr viskose, klebrige, ziemlich 
klare, zuweilen gequollene und manchmal auch stark opaleszierende 
Ausfillungen. Die iibrigen Globuline werden dagegen zu stark lvophoben 
Suspensionskolloiden denaturiert. Eine maBige Warmeeinwirkung 
auf Vollplasma bewirkt zuerst eine geringe Denaturierung des Fi- 
brinogens und wahrscheinlich in viel geringerem MaBe auch die der 
iibrigen Globuline. Man erkennt die Wirkung, wie wir beschrieben 
haben. nur durch die erhdéhte Stabilitat (also verringerte Labilitat) der 
EiweiBk6rper beim Ausflocken in schwachen Sauren: damit geht eine 
Erhéhung der Gerinnbarkeit des Plasmas einher. Nach weiterer Er- 











272 A. Fischer: 


hitzung oder bei hOheren Temperaturen kommt auch die denaturierend 
Wirkung auf die tibrigen Globuline zum Vorschein. Ist dieses Stadium 
erreicht, so wird die Stabilitat der EiweiBkérper vorwiegend herabgesetz/ 
wobei gleichzeitig die Gerinnbarkeit abnimmt. Es muB ausdriicklic!: 
betont werden, daB nach maBiger Warme- oder Saureeinwirkuny 
nicht die geringste Spur von Ausflockung im Plasma sichtbar zu sein 
braucht, da die eingetretenen Veranderungen erst bei der Ausflockuny 
in elektrolytarmen Saéurelésungen zum Vorschein kommen. Dieses 
Verhalten bei Erwirmung kann, wie Wohlisch (13) (14) sicher richtig 
annimmt, dadurch erklart werden, daB die Stabilitat der verschiedenen 
Plasmaglobuline von der Lage des isoelektrischen Punktes unab 
hangig ist. 

Wird dagegen Plasma kurz mit einer geringen Menge Saure be 
handelt, so iiberwiegt die Reaktion der erhdhten Labilitdt (erhéhte 
Ausflockung in verdiinnter Séure) und damit ist eine verldngerte Ge- 
rinnungszeit verkniipft. Diese Wirkung der Saéure auf die Plasma 
globuline, von denen die Serumglobuline zuerst angegriffen werden. 
hangt hier sicher mit der Lage des isoelektrischen Punktes des Serum- 
globulins zusammen, welcher in einem weniger sauren Gebiete liegt als 
der des Fibrinogens. 

Wie weit nun auch die angefiihrte Erklarung zutreffen mag, siche: 
kann man behaupten, da tatsichlich eine weitgehende Parallelitit 
zwischen Ausflockungslabilitaét der EiweiBkérper im Serum oder Plasma 
und der Gerinnbarkeit eines Plasmas besteht, d.h. groBe Labilitidi 

lange Gerinnungszeit, geringe Labilitit = kurze Gerinnungszeit. 

Heparin wirkt, wie erwaihnt, in der gleichen Richtung. Viel He- 
parin = lange Gerinnungszeit = groBe Labilitit. 

Ist die Gerinnungszeit des Blutes verlangert, so besteht nun die 
Moéglichkeit, zu entscheiden, ob das auf einer vermehrten Heparinmenge 
oder auf einer Herabsetzung der Prothrombinmenge (Denaturierungs- 
prozeB aus unbekanntem Grunde) beruht. Unter einer verminderten 
Prothrombinkonzentration verstehen wir, da8 das Prothrombin aus 
irgendwelchen Griinden partiell denaturiert ist, so daB sein Dispersitats- 
grad abgenommen hat. 

Beobachtet man die Ausflockung eines mit Heparin versetzten 
Plasmas in Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration, so 
sieht man, im Gegensatz zu einem Plasma oder Serum, dessen Globulin 
aus irgendeiner anderen Ursache (physikalisch, chemisch, thermisch 
oder aktinisch) verandert ist, eine erhéhte Stabilitit in der Gegend des 
Neutralpunktes, und eine herabgesetzte Stabilitat, gréBere Ausflockung 
im isoelektrischen Punkt oder im benachbarten saureren Gebiet. Man 
kann es kurz so ausdriicken, daB der Ausflockungsbereich und das 
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\usflockungsmaximum durch Heparin nach der sauren, durch die 
nderen, oben besprochenen, Einfliisse nach der alkalischen Seite ver- 
choben werden (9) (3). 


Zusammenfassung. 


1. Der latente Teil des Gerinnungsvorganges kann vom Augenblick 
des Zusatzes von Thrombokinase zu einem thrombinfreien Plasma 
bis zum Zeitpunkt der vollstandigen Gerinnung studiert werden. 

2. Die AusflockungsgréBe der PlasmaeiweiBe in einer elektrolyt- 
armen Pufferlésung von py 5 nimmt mit dem Fortschreiten des latenten 
Gerinnungsvorganges ab. Diese Tatsache deutet darauf hin, daB die 
zweite Phase mit der ersten eng verbunden ist und zeitlich nicht von 
ihr getrennt werden kann. 

3. Die zunehmende Stabilitét der PlasmaeiweiBe wahrend des 
Gerinnungsvorganges ist auf das Verhalten des Fibrinogens zuriick- 
zufiihren. Wird einer reinen Fibrinogenlésung und einer reinen Pro- 
thrombinlésung Thrombokinase zugesetzt, so nimmt die Flockungs- 
gréBe des Fibrinogens ab, wahrend sie in der Prothrombinlésung zu- 
nimmt. Eine Mischung aus beiden Lésungen verhalt sich wie Voll- 
plasma. Das lvophobe Denaturierungsprodukt des Prothrombins 
(Globulin) tritt bei dem Gerinnungsvorgang im Vollplasma bei der 
Ausflockungsprobe nicht in Erscheinung. 

4. Ein auf 48 bis 50°C erwarmtes und mit Thrombokinase ver- 
setztes Plasma gerinnt um so rascher, je linger es vorher erwarmt 
wurde. Gleichzeitig nimmt die Flockungsgr6éBe bei pa 5 ab. Nach 
langerer Erwirmung wird ein Gerinnungsoptimum gleichzeitig mit 
einem Flockungsminimum erreicht. Nach weiterer Erwairmung ver- 
langert sich die Gerinnungszeit und die Flockungsgr6Be nimmt zu. 

5. Es konnte nachgewiesen werden, daB bei der Vorwiairmung 
des Plasmas das Prothrombin und das ThrombineiweiZ durch einen 
unspezifischen Denaturierungsvorgang so umgewandelt werden, daB 
nach Kuppelung mit Thrombokinase sofort Thrombin entsteht. 

6. Es wird die Bildung verschiedener ThrombineiweiBformen 
erortert, die sich nach dem Denaturierungsgrad oder nach der Teilchen- 
gréBe ordnen lassen. 

7. Die von Wohlisch vertretene Vorstellung, daB das Thrombin 
katalytisch die Denaturierung von Fibrinogen auslést, hat in diesen 
Untersuchungen an Boden gewonnen. 

8. Bei kurzdauernder Behandlung des Plasmas mit geringen 
Séuremengen wird zuerst das Prothrombin angegriffen und zum 
ThrombineiweiB umgewandelt. 

9. Die Gerinnungszeit eines mit Saure vorbehandelten und mit 
reiner Thrombokinase versetzten Plasmas ist verlangert. Wir erklaren 
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dies damit, daB ein Teil des Plasmaprothrombins labiler (partiell dena 
turiert) geworden ist und daB wegen der herabgesetzten Dispersitiit 
die reagierende Oberfliche um einen gewissen Betrag vermindert ist 

10. Das mit Saéure behandelte Plasma zeigt in Ubereinstimmuny 
mit der verlingerten Gerinnungszeit einen erhéhten Tritbungswer: 
bei pu 5 (gesteigerte Labilitat der Globuline). 

11. Auch die Flockungswerte mit Ammonsulfat werden verandert 
weil die Globuline labiler geworden sind. 

12. Es wird experimentell begriindet, daB beim Gerinnungs 
vorgang die Denaturierung des Prothrombins durch Thrombokinase 
(Umwandlung des Prothrombins in Thrombineiwei) die Reaktion ist 
die am langsamsten verlauft. 

13. Auch das latente Bild der Umwandlung des Prothrombins 
in das fertige Thrombin laBt sich auBerhalb des Blutplasmas verfolgen. 

14. Die leicht léslichen Globuline des Serums scheinen als Pro 
thrombin am aktivsten zu sein. 

15. Es wird gezeigt, daB Fibrinogen und Prothrombin bei de1 
Denaturierung in ganz verschiedener Weise veraindert werden. 
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iber die Identitit des Muskel- und Blutthrombins. 


Von 
Albert Fischer. 
(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 12. Mdrz 1934.) 


Unter Thrombin verstehen wir ein calciumhaltiges Lipoproteid, 
das, im Gegensatz zu Thrombokinase, imstande ist, ein calciumfreies 
Plasma (Oxalatplasma), ein relativ stark heparinhaltiges Plasma, 
sowie auch eine reine Fibrinogenlésung zur Gerinnung zu bringen. Ein 
calciumfreies Plasma wird durch Thrombin zur Gerinnung gebracht, 
weil das Calcium nur bei der Entstehung des Thrombins ndétig ist. 
Das: Thrombin vermag ein stark heparinhaltiges Plasma zur Gerinnung 
zu bringen, weil die EiweiSkomponente des Thrombins schon in einer 
irreversibel denaturierten Form vorliegt, die fiir die Auslésung der 
Gerinnung unbedingt nétig ist, und sich also in einem Zustande befindet, 
den das Heparin nicht riickgangig machen kann. 

Es geht schon aus den friiheren Ausfiihrungen (1) (2) hervor, daB 
die Wirkung des Heparins nur darin besteht, die Denaturierung des 
Prothrombins durch die Thrombokinase, und damit die Bildung des 
ThrembineiweiBes zu verhindern. Die Umbildung des genuinen Pro- 
thrombins zum Thrombineiweif ist eine unspezifische Reaktion, die 
durch beliebige physikalische, chemische, thermische oder aktinische 
Einfliisse hervorgerufen werden kann. 

Die prosthetische Gruppe des Thrombins kann mit Alkohol oder 
Ather extrahiert werden (3). Nach vollstandiger Extraktion bleibt dann 
nicht die urspriingliche EiweiBkomponente — das Prothrombin — wbrig, 
sondern Thrombineiwei8, ein in physikalisch-chemischer Hinsicht von 
dem Prothrombin ganz verschiedenes Eiweif. Es hat nicht, wie das 
Prothrombin, seinen isoelektrischen Punkt bei etwa py 5,3, sondern sein 
isoelektrischer Punkt ist mehr oder weniger nach der alkalischen Seite 
hin verschoben. Die prosthetische Gruppe ist ein Komplex, der aus Cere- 
brosiden und einem alkoholléslichen Kephalin besteht (4). Reinste 
Kephalinpraparate sind bei der Gerinnung unwirksam (4). 

Das wesentliche Kennzeichen des Thrombins ist seine Eigenschaft, 
Oxalatplasma, Heparinplasma und reine Fibrinogenlésungen zur Ge- 
rinnung bringen zu kénnen. 

Hier sollen weitere Versuche mitgeteilt werden, aus denen zu ersehen 
ist, daB die aus Muskelgewebe gewonnenen Gerinnungsstoffe dieselben 
Eigenschaften haben wie das Thrombin, das nach der bekannten Methode 
von Alex. Schmidt, Mellanby, Howell und vielen anderen aus dem Blute 
dargestellt wird. 
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Wir haben schon in einer Reihe von Arbeiten iiber die chemiscl: 
Natur des Thrombins (3) (5) (6) feststellen kénnen, daB ein wasserige) 
Extrakt aus Muskelgewebe Prothrombin und Thrombin enthalt, und 
daB sich letzteres durch eine kurze Behandlung des Extraktes mit Saur: 
anreichern laBt. Das Thrombin laBt sich in seine zwei Komponenten 
zerlegen, wobei das Thrombineiwei8 allein ganz unwirksam und das 
Lipoid nur schwach wirksam ist. Die beiden Komponenten kénney 
wieder zusammengekuppelt werden und entfalten dabei eine starke 
Wirkung, die allerdings der des genuinen Thrombins nachsteht. Es ist 
uns bei diesen Versuchen keineswegs entgangen, daB das Plasma auch 
Prothrombin enthalt. Der Thrombingehalt des Plasmas, an sich seh: 
gering, macht sich bei den Versuchen, die den Vergleich der Wirksamkeit 
der fast inaktiven Einzelkomponenten mit derjenigen des sehr wirk 
samen schon gekuppelten Systems zum Ziele hatten, tiberhaupt nicht 
bemerkbar. Selbstverstandlich wird sich die Thrombokinase an das 
Prothrombin im Plasma kuppeln, doch wahrend der Zusatz des T'hrom 
bins (bzw. des gekuppelten Systems ThrombineiweiB -+- Lipoid) eine 
rasche Gerinnung bewirkt, wird die Gerinnung bei Zusatz von Thrombo- 
kinase allein deswegen viel langsamer verlaufen, weil eben die Bildung 
des Thrombins Zeit erfordert. 

Zu der Befiirehtung, die Herr Fuchs in seiner Notiz mit Herrn 
Fr. Kraus (7) auBert, daB meine Beweisfiihrung auch auf ihre friiheren 
Befunde iibertragen werden kénnte, ist zu bemerken, daB es mir fern ge- 
legen hat, die unzureichend bewiesene Behauptung — liber die Identitit 
des Prothrombins und des Komplementmittelstiicks als Stiitze fiir meine 
Befunde heranzuziehen. 


Am unmittelbarsten kann man wohl die Frage der Identitét von 
Blut- und Muskelthrombin entscheiden, wenn man untersucht, ob sich 
das Prothrombin und das Thrombin im Plasma (oder Serum) durch 
das Prothrombin bzw. Thrombin aus dem Muskelgewebe ersetzen laBt. 
Diejenigen, die mit reinen Fibrinogenlésungen gearbeitet haben, wissen, 
wie auBerordentlich labil diese sind. Man kann behaupten, daB eine 
reine Fibrinogenlésung, nach einer beliebigen Methode dargestellt, nie 
dasselbe Gerinnungssystem bildet, wie das Fibrinogen im intakten 
Plasma. AuBerdem sind die Priparate, die man durch ein und dieselbe 
Methode gewinnt, oft verschieden. Wir haben reinstes Fibrinogen vom 
Pferd und vom Huhn nach der Methode von Schmitz (8) isoliert (in 
dessen Arbeit ihre genaue Beschreibung gegeben ist). Die Methode 
beruht darauf, daB das Fibrinogen von den_ begleitenden Serum- 
globulinen des ,,Mellanby-Fibrinogens durch 30°%ige Sattigung mit 
Ammonsulfat getrennt wird. Dabei muB man, um das Ammonsulfat 
zu entfernen, das Fibrinogen ziemlich lange gegen eine physiologische 
Kochsalzlésung dialysieren. Dieser Vorgang wird manchmal gut und 
manchmal schlecht vertragen. Oft flockt schon ein groBer Teil des 
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Fibrinogens in der Dialysierhiilse aus. Die Reinheit des auf diese Weise 
hergestellten Fibrinogens und des Globulins (das letztere wird von 
Schmitz ,,Gerinnungsglobulin’’ genannt) ist durch Fallung mit Ammon- 
sulfat nach Schmitz und Wulkow (9) gepriift worden. 

Aus den folgenden Versuchen (1073 bis 1080) geht hervor, dab 
ein Austausch des Plasmaprothrombins mit dem aus Pferdemuskel 
isolierten Prothrombin méglich ist. Um Muskelprothrombin zu_ ge- 
winnen, haben wir frischen Pferdemuskel mit physiologischer Kochsalz- 
losung extrahiert (Nr. 1044), genau so, wie wir es oft friiher bei der 
Herstellung des Extraktes aus Hiihnermuskelgewebe (5) beschrieben 
haben. Aus diesem Pferdemuskelextrakt haben wir dann nach der 
friiher beschriebenen Methode ein Muskelthrombin hergestellt. 

Man sieht aus den folgenden Versuchen, daB eine stark aktive 
Thrombokinase (4) (aus Schweinehirn) nicht imstande ist, eine reine 
Fibrinogenlésung zur Gerinnung zu bringen. Weiter sieht man, dab 
die Thrombokinase und das Prothrombin aus Pferdeplasma zufiaillig 
in diesen Konzentrationen die Fibrinogenlésung nicht zur Gerinnung 
brachten, wahrend die Thrombokinase mit dem genuinen Pferde- 
muskelextrakt (Prothrombin) dieses bewirkte. Die Muskelthrombin- 
lésung hingegen ist noch wesentlich wirksamer. Man kann also hieraus 
schlieBen, daB die aus Muskelgewebe gewonnene Substanz, die wir als 
Thrombin bezeichnen, imstande ist, eine ganz reine Fibrinogenlésung 
zur Gerinnung zu bringen, und daB sie wie echtes Thrombin wirkt. 


Versuche 1073 bis 1080. 

Nr. 1. 0,.2eem Fibrinogenlésung + 0,1 cem Thrombokinase (reines 
Lipoid) + 0,06cem 1°, iges CaCl,: nach 9120 Sekunden nicht geronnen. 

Nr. 2. Wie Nr. 1, aber mit Zusatz von 0,06cem Prothrombin aus 
Plasma: nach 9120 Sekunden nicht geronnen. 

Nr. 3. Wie Nr. 1, aber mit 0,06cem genuinem Muskelgewebeextrakt : 
Gerinnungszeit = 2880 Sekunden. 

Nr. 4. 0,2cem Fibrinogen + 0,12cem Muskelthrombin (1075) 
+ 0,06cem 1°, iges CaCl,: Gerinnungszeit ¢ = 510 Sekunden. 

Wir schlieBen aus diesen Untersuchungen, daB das Prothrombin 
und das Thrombin des Muskelgewebeextraktes das Prothrombin und 
das Thrombin aus dem Plasma oder Serum ersetzen kann. 

Wir fiihren noch einen ahnlichen Versuch mit Huhnerplasma an 
(1145 bis 1148). Das Fibrinogen wurde genau nach der Methode von 
Schmitz (8) hergestellt (1178). Als Prothrombin dienten Serumglobuline, 
in Kochsalz gelést, die aus Serum nach Mellanbys Methode, wie sie bei 
der Fibrinogendarstellung verwendet wird, isoliert waren (2). Die 
,,Gerinnungsglobuline** aus dem Plasma, die letzthin von Schmitz (8) 
beschrieben wurden, sind keine besonderen Globuline, die dem Fibri- 
nogen (nach Mellanby) beigemengt sind, sondern nichts anderes als 
gewohnliche Serumglobuline, die gleichzeitig mit dem Fibrinogen gefallt 
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werden. Mit diesen Serumglobulinen wurde durch Kuppelung mit 
einer reinen Thrombokinase (4) (aus Schweinehirn) Thrombin he: 
gestellt, das wir als ,,Plasmathrombin’‘) bezeichnen. Als ,,Muske! 
thrombin*: bezeichnen wir ein Thrombin, das durch Saurebehandlung 
aus einem Hiihnermuskelgewebeextrakt angereichert wurde. 


Versuche 1145 bis 1148. 

Nr. 1. 0,2 cem Fibrinogenlésung + 0,03 cem 1°, iges CaCl, + 0,03 my 
Thrombokinase. 

Gerinnungszeit: nach 960 Sekunden nicht geronnen. 

Nr. 2. Wie Nr. 1, nur statt Thrombokinase 0,03 cem Serumglobulin 
gekuppelt an Thrombokinase [1 cem Globulinlésung + 0,06cem 1°, iges 
CaCl, + 0,2 mg Thrombokinase (,,Plasmathrombin**) |. 

Gerinnungszeit ¢ = 210 Sekunden. 

Nr. 3. Wie Nr. 1, statt Thrombokinase 0,06 cem Serwmglobulinlésuny 
allein. 

Gerinnungszeit: nach 960 Sekunden nicht geronnen. 

Nr. 4. Wie Nr. 1, statt Thrombokinase 0,06 cem Muskelthrombinlésung. 

Gerinnungszeit ¢ 220 Sekunden. 

Wir kénnen hieraus mit Sicherheit schlieBen, daB die reine Thrombo- 
kinase nicht imstande ist, eine reine Fibrinogenlésung zur Gerinnung 
zu bringen, daB8 aber sowohl das Thrombin aus Blutserum wie das 
Thrombin aus Muskelgewebesaft eine reine Fibrinogenlésung zu einem 
festen Gerinnsel umbilden kénnen. 

Bei diesen Versuchen ist es noch unklar, ob neben denjenigen 
Mengen von Prothrombin oder Globulin, die als Thrombin in Reaktion 
treten, noch ein gewisser Uberschu8 an diesen Stoffen fiir das Zustande- 
kommen eines festen Gerinnsels nétig ist. Wir haben den Eindruck 
(1147), daB eine gewisse Menge von Globulinen oder genuinem Pro- 
thrombin, die nicht direkt an der Reaktion beteiligt sind, fiir die Bildung 
eines soliden Gerinnsels unbedingt nétig ist. Dies zu entscheiden ist 
dlie Aufgabe einer spaiteren Arbeit. 

Aus einer friiheren Mitteilung ging hervor (1), daB die durch Zusatz 
von Thrombokinase hervorgerufene Gerinnung des Hiihnerplasmas 
verzogert ist, wenn das Plasma mit Saure vorbehandelt worden war 
[wie es von uns (2) beschrieben wurde]. Wir erklirten die Verhaltnisse 
durch die Annahme, daB durch diese Behandlung der Dispersitatsgrad 
und damit die wirksame Oberfliche des Prothrombins vermindert wird. 
Da®B eine Verainderung des Dispersitatsgrades der Plasmaeiweibe statt- 
findet, ersieht man schon daraus, da} in einem solchen Plasma sehr 
viel leichter Fallungen eintreten als in einem intakten, und daB es nach 
stirkerer Séureeinwirkung im Plasma, das bei Kérpertemperatur auf- 
bewahrt wird, zu spontanen Ausflockungen kommt. Wir nehmen an, 
aus Griinden, die in friiheren Mitteilungen gegeben wurden, da®B die nach 
tinwirkung von Saure zur Ausflockung kommenden Eiweife Globuline 
sind, und zwar solche, die als Prothrombin bzw. Thrombin wirken. 
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Wir fiihren hier einen Versuch (992 bis 994) an, der in diesem Zusammen- 
hang von Interesse ist. Er zeigt namlich, daB im genuinen Muskel- 
vewebeextrakt Globuline vorhanden sind, die ein durch eine Saure- 
behandlung ausgeflocktes Plasmathrombin ersetzen kénnen. 

Zu 2cem Plasma wurde eine relativ groBe Saduremenge: 0,5 cem n/10 
HClund — unmittelbar nach Umschiitteln — 0,5 cem n/10 NaOH zugesetzt. 
Hierbei flockte schon etwas Eiweifi aus, nachdem das Plasma einige Minuten 
bei 39° C gestanden hat. Die Flocken wurden durch Zentrifugieren entfernt. 
Prothrombinarmes Plasma.) 

Nr. l. 0,2 cem mit Saure vorbehandeltes Plasma + 0,1 cem filtrierter 
Muskelextrakt, aus dem die bei der Gerinnung wirksamen Lipoide und 
EiweiBfraktionen zum groBen Teil entfernt worden waren; mit Thrombo- 
kinase vorher gekuppelt. 

Gerinnungszeit ¢ = 445 Sekunden. 

Nr. 2. Wie Nr. 1, statt gekuppelten Muskelextrakt der Muskelextrakt 
allein. 

Gerinnungszeit ¢ 1620 Sekunden. 

Nr. 3. Wie Nr. 1, statt gekuppelten Muskelextrakt reine Thrombokinase 
allein. 

CGerinnungszeit ¢ nach 2880 Sekunden nicht geronnen. 

Aus diesen Versuchen sieht man, dal dieses mit Saure vorbehandelte 
Plasma mit reiner Thrombokinase allein innerhalb der angegebenen 
Zeit nicht geronnen ist. Weiter sieht man, da das neu zugesetzte Pro- 
thrombin aus dem Muskelgewebesaft das durch die Behandlung teilweise 
entfernte Plasmaprothrombin ersetzt hat. 

Zum Schlu®B fiihren wir einige Versuchsbeispiele an, die zeigen, 
daB das Thrombin aus Muskelgewebeextrakt ebenso wie das Plasma- 
thrombin Heparinplasma und Oxalatplasma zur Gerinnung bringen 
kann. 

(1043). Zu 2 cem frischen, filtrierten Muskelgewebeextrakt vom Huhn 
wurden 0,5cem n/10 HCl, und nach Umschiitteln 0,5cem n/l0 NaOH 
zugesetzt. Als Kontrolle dienten 2 cem desselben Muskelextraktes mit 
10cem physiologischer Kochsalzlésung. 

Fiir die Gerinnungsprobe wurde Hiihnerplasma mit 0,2°, Kalium- 
oxalat verwendet. 

Nr. 1. Oxalatplasma mit genuinem Muskelextrakt. 

Gerinnungszeit ¢ nach 1080 Sekunden nicht geronnen. 

Nr. 2. Oxalatplasma mit der gleichen Menge séurebehandelten Muskel- 
extraktes. 

Gerinnungszeit ¢ = 50 Sekunden. 

Hier besteht also ein sehr groBer Unterschied in der Gerinnungs- 
fahigkeit zwischen dem genuinen Muskelextrakt (Prothrombin) und dem 
mit Saure behandelten Muskelextrakt (Thrombin). 

In einem anderen Versuch (1104) haben wir den Gehalt an Kalium- 
oxalat im Plasma auf 0,4 °, erhdht. 

Der Muskelextrakt war in ahnlicher Weise wie beim oben erwahnten 
Versuch vorbereitet (1043). 
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Nr. l. Plasma mit 0,4°, Kaliumoxalat; genuiner Muskelextrakt 


Gerinnungszeit: ¢ = nach 1800 Sekunden nicht geronnen. 

Nr. 2. Plasma mit 0,4°,, Kaliumoxalat ; siurebehandelter Muskelextrakt 

Gerinnungszeit t = 108 Sekunden. 

Cher die Ahnlichkeit der Muskelglobuline mit den Plasmaglobu- 
linen ist schon sehr viel bekannt. In einer friiheren Mitteilung (10) 
sind wir auf diese Frage eingegangen. Die Flockungsoptima des Myosins 
und der Serumglobuline liegen beide um py 5,3 bis 5,6. Die leichte 
Denaturierbarkeit der beiden Globuline spielt fiir die Gerinnungsvor- 
giinge, wie wir gesehen haben, eine sehr wichtige Rolle. Dazu kommt, 
daB beide leicht aussalzbar sind und mit Saure leicht Acidalbuminate 
bilden. Da8 das Muskelthrombin auch Heparinplasma zur Gerinnung 
bringen kann, haben wir schon friiher mitgeteilt (10). 

Man kénnte die Blutgerinnung als eine ,,Totenstarre des Blutes* 
auffassen, aber nicht etwa, weil ein Zusammenhang zwischen Glykolyse 
und Blutgerinnung bestiinde, wie es Stuber und Lang annehmen (die 
Glykolyse im Muskel scheint keineswegs die einzige Ursache der Toten- 
starre zu sein), sondern insofern, als beide Vorgange durch verschiedene 
Kinwirkungen in ahnlicher Weise und in ahnlichem MaBe beeinfluBt 
werden (Warme, schwache Sauren, groBe Empfindlichkeit gegen ge- 
wisse Gruppen von Nichtelektrolyten wie Alkohol und Chloroform) 
und die bei diesen Reaktionen beteiligten Kolloide sich in einer Reihe 
wichtiger Eigenschaften ahneln. (Leichte Léslichkeit in Sauren, 
Quellungsfahigkeit der Globuline und anderes mehr.) 


Zusammenfassung. 


1. Muskelgewebeextrakt enthalt Prothrombin, das zum Thrombin 
umgewandelt werden kann. 

2. Die Muskelglobuline haben mit den Plasmaglobulinen bestimmte 
physikalisch-chemische Eigenschaften gemeinsam, die das Prothrombin 
rund das Thrombin charakterisieren. 

3. Das Muskelthrombin kann, ebenso wie das Plasmathrombin, 
Oxalatplasma und Heparinplasma zur Gerinnung bringen. 

4. Muskelthrombin kann eine reine Fibrinogenlésung zur Gerinnung 
bringen. 

5. Plasmaprothrombin kann durch Muskelprothrombin  ersetzt 
werden. 


Literatur. 
1) A. Fischer, diese Zeitschr. 270, 250, 1934. — 2) Derselbe, ebenda 


270, 261, 1934. — 3) Derselbe, ebenda 264, 178, 1933. — 4) A. Fischer u. 
E. Hecht, ebenda 269, 115, 1934. — 5) A. Fischer, ebenda 264, 169, 1933. — 
6) Derselbe, ebenda 264, 184, 1933. — 7) Fr. Kraus u. H. Fuchs, ebenda 266, 
458, 1933. 8) A. Schmitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 155, 1933. — 
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Uber Oxydationsvorginge 
in den Nadeln der Picea excelsa im Winter. 
Von 
T. M. Zacharowa. 
\us dem Laboratorium fiir Pflanzenphysiologie und -anatomie der Moskauer 
Universitat.) 
(Eingegangen am 1. Februar 1954.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Uber die Dynamik des Kohlenstoffs und die innere Energie der Nadeln von 
Picea excelsa im Winter. 

Wahrend meiner Arbeit iiber den Gasstoffwechsel bei den Nadel- 
hélzern im Winter! fand ich, daB in dieser Jahreszeit im Lichte Absorp- 
tion und in der Dunkelheit (selbst bei sehr niedrigen Temperaturen) 
Ausscheidung von Kohlenséure durch die Nadeln stattfindet. Es 
war von Jnteresse zu klairen, wie die Veranderung des Vorrats an 
Kohlenstoff und innerer Energie der Nadeln im Winter vor sich geht. 


Methodik. 


Zur Loésung der autgestellten Frage wurden Nadeln der Picea excelsa 
gesammelt. Da Intensitaét und Richtung des Gasumsatzes wechseln, je 
nachdem, ob dieser an der Sonne oder bei diffusem Licht vor sich geht, 
sammelte ich die Nadeln: 1. von einer auf offener, sonniger Lichtung 
wachsenden Tanne, 2. von einer im Walddickicht wachsenden Tanne. 
Dabei wurde ein Teil der Zweige der letzteren vor dem Einsammeln 15 bis 
16 Tage dunkel gehalten (kiinstliche Verdunkelung mittels Baumwollstoff). 
Die Nadeln wurden jedesmal 2 Jahre alten Zweigen und Asten ein und 
derselben Héhenlage entnommen. Das Einholen des Materials wurde alle 
15 bis 16 Tage zur gleichen Tagesstunde vorgenommen. Das eingesammelte 
Material wurde rasch ins Laboratorium gebracht, wobei Erwaérmung vermieden 
wurde. Die Nadeln wurden von den Zweigen abgelést und sofort in einem 
Vakuum-Exsikkator iiber Schwefelséiure getrocknet. Um Oxydation zu 
vermeiden, wurde die Zerkleinerung des Materials erst unmittelbar vor der 
Analyse bewerkstelligt. Der Grad der Zerkleinerung des Materials war 
derart, daf dieses restlos durch ein Metallsieb gelassen werden konnte, 
dessen Offnungen einen Durchmesser von 0,25mm aufwiesen. Zur Be- 
stimmung des Kohlenstoffs (nach Liebig-Pregl) wurden je 0.5 g, zur Be- 
stimmung der Verbrennungswarme je 1,0 g angewandt. Dieses Quantum 
bildete die Durchschnittsprobe von Nadeln, die von einer bestimmten 
Anzahl (verdunkelter oder nicht verdunkelter) Zweige stammten. Die 
Verbrennungswarme wurde im thermischen Luginin-Laboratorium der 
Moskauer Universitat nach der Methode Berthelot-Luginin bestimmt. Die 


1 T. M. Zacharowa, Planta 8, 68, 1929. 
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Abweichungen bei den Ergebnissen der immer mehrmals wiederholt: 
Bestimmung der Verbrennungswarme betrugen 0,1 bis 0,04 °,, die Differenze, 
bei der Bestimmung des Gehalts an elementarem Kohlenstoff 0,2 bis 0,07 


Ergebnisse. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich, lieB sich bei den verdunkelten Nadel 
im Laufe des ganzen Winters eine Verringerung des C-Gehalts beol 
achten. Jedoch wurden von Anfang Dezember bis Anfang Februai 
die C-Verluste immer geringer. Der Gesamtverlust an Kohlenstoff 
im Januar war dabei 2,5mal geringer als im Dezember. Im Februar 
nahmen die C-Verluste wieder zu. 

Mit der Abnahme des C-Gehalts ging auch die Verringerung de: 
Verbrennungswarme der Nadeln vor sich. Wahrend die C-Verlust: 
von Dezember bis Februar abnahmen, sank die Verbrennungswarme 
der Nadeln in diesem Zeitraum immer mehr. Der Gesamtbetrag der 
Verringerung des Warmeeffektes der Nadeln im Januar bildete hierbei 
das 1,7fache derjenigen im Dezember. 


Tabelle I. 


Im Walddickicht gesammeite Nadeln vorher verdunkelte: 
Zweigtriebe. 








An- a pi Warm 

ag Veriinderungen An- Veriinderungen eg 

oe des Kohlenstoff-  fingliche der Verbrennungs- nln 

stoff- gehalts Verbren- wirme 1 ‘ee 

gehalt in | -————— — ciniee te a aUaeSITRGAN IGUANAS ver- 

mg in mg pe 01g in cal schwun 

prolg | prolg | ino raed da prolg i, denen 

trockener | trockener : Nadeln trockener ° — Kohlen- 

Nadeln Nadeln Nat Nadeln stoffs 
18. XI. 460,6 _ oa 4516,5 — _ 
18. XI. bis 2. XII. = + 84 + 1,82 _ — 486—107 — 
ye | ies |. See a _ — 7,8 — 1,69 — — 844—0,76 4,4 
so RS Aaa I ~ — 6,0 —1,27 _ — 725—-1,61 12,1 
s b> gan Oe — — 49 —1,03 _ — 112,6 —2,48 23,0 
ho Me Weta ae | _ — 08 —O017 o — 683 —1,50 85,4 
S85, Ge — — 20 —0,42 a —117,1 — 2,57 58,6 
MO. hg Se — — 14,0 — 2,88 _ — 62,7—141 4,5 

Bemerkungen: + bedeutet Zuwachs, — bedeutet Abnahme. 


Die groBen Kalorienzahlen, die jedem von den  verdunkelten 
Nadeln in den einzelnen Zeitabschnitten verlorenem mg Kohlenstoff 
entsprechen (s. Tabelle 1) lassen sich dadurch erklaren, daB die durch 
Kohlenstoffverlust verursachte Abnahme an potentieller Energie sich 
mit dem durch innermolekulare Oxydoreduktionsprozesse verursachten 
Energieverlust summierte. 

Alles in allem fand im Verlauf des Winters in den verdunkelten 
Nadeln ein C-Verlust statt, der je 1 g Nadeln 27,1 mg, also 5,90°, des 
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(-Gehalts im November betrug. Der Warmeeffekt der Nadeln sank 
in derselben Zeit je 1g derselben um 516,2 cal, also um 11,43°, des 
\Warmeeffektes der Nadeln im November. 

Die Analysen der sowohl im Walddickicht (Tabelle I1) als auch auf 
oifener, sonniger Lichtung (Tabelle L11) gesammelten Nadeln, deren Zweige 
nicht verdunkelt worden waren, lieBen erkennen, daB C-Gehalt und Warme- 
effekt im Laufe des ganzen Winters Schwankungen unterlagen. Diese 
Schwankungen lassen sich erklaren durch den EinfluB einerseits der Assimila- 
tion und Atmung, andererseits des — im Winter freilich bedeutend ab- 
geschwachten — Stromes der plastischen Stoffe. 


Tabelle Il. 


Im Walddickicht gesammelte Nadein. 





An- ea An- , 
ae Veriinderungen des ae we Veriinderungen der 
— Kohlenstoffgehalts — Verbrennungswiirme 
stoffgehalt : - nungs- an See 
in mg in mg wiirme in in cal 
pro lg prolg > Reale eal pro lg pro lg in 0 
trockener  trockener i Ba trockener — trockener lo 
Nadeln Nadeln Nadeln Nadeln 
18. XI. 460,6 - _ 45165 — 
18. XI. bis 2. XIL. - — 0,2 0,04 - + 48 | +0,11 
2H, , 18. XU. — +102 +2,19 — 143 —0,32 
kee 4 a OS. a + 25 +0,53 — + 278 +0,62 
Bee 5 Be — — 4,5 - 0,95 — + 46 + 0,10 
1 ele Some ee 8 — + 97 + 2,07 — + O05 +0,01 
os eee. — + 79 + 1,63 _ — 115.0 — 2,33 
153° TE 5 “2: EEL —_ — 82 —1,68 - + 30,5 + 0,68 
Bemerkungen: + bedeutet Zuwachs, bedeutet Abnahme. 


Tabelle ILI. 
Auf sonniger Waldlichtung eingesammelte Nadeln. 





An- ee An- . 
ips ee Verinderungen des ape Veranderungen der 
ow Kohlenstoffgehalts aeee Verbrennungswiirme 
stotfgehalt —<—_————| nungs- = ——— 
in mg in mg wirme in in cal 
prolg prolg in | cal pro lg prolg —" 
trockener | trockener nlo trockener trockener agi 
Nadeln Nadeln Nadeln Nadeln 
18. XI. 431,1 _ —_ 4553,3 - -~ 
18. XI. bis 2. XII. _ +418 + 9,69 _ — 52,8 —1.16 
2.XII. , 18. XII. —_ + 62 +441,31 — —17,8 —0,39 
Iban. 5 2  L — —201 —4,19 - +141 +0,31 
mm ie ie ee - + 51 +41,11 — — 39,7 — 0,88 
18. «a ee — + 18.6 + 4,01 — +238 + 0,5! 
a, I& Th — + 58 + 41,20 — — 72,3 1,61 
|e | eee ae | -- — 31,7 —6,49 — +445 +41,01 
Bemerkungen: + bedeutet Zuwachs, bedeutet Abnahme. 


Im Endeffekt ist im Verlauf des Winters der C-Gehalt in den aus dem 
Walddickicht gesammelten Nadeln um 17,6 mg je lg, also um 3,82°,, des 
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im November darin beobachteten C-Gehalts, gestiegen. Der Warmeeffek: 
desselben Materials ergab nach allen Verainderungen eine Verringerun 
um 61,1 cal je 1g Nadeln, also um 1,35°, des Warmeeffektes der Nadel) 
im November. 

Bei den von offener, sonniger Lichtung stammenden Nadeln ergabe 
die Schwankungen des C-Gehalts im Verlauf des Winters als Ergebnis 
einen Zuwachs von 25,7 mg je 1 g Nadeln, also um 5,96°, des C-Gehalt: 
im November. Der Warmeeffekt derselben Nadeln ergab nach allen Ver 
anderungen eine Abnahme um 100,2 cal je 1 g Nadeln, also um 2,20°, de 
Wiarmeeffektes der Nadeln im November. 

Aus der Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Verainderungen im 
C-Gehalt waihrend des Winters in den aus dem Dickicht und den von 
sonniger Lichtung stammenden Nadeln ergibt sich, daB die von den 
letzteren angesammelte C-Menge gréBer ist als bei denen aus dem 
Walddickicht. Wie groB aber die Menge des als Ergebnis der Assimilation 
angesammelten Kohlenstoffs in beiden Fallen ist, l4Bt sich nicht fest- 
stellen, da die Intensitét der Atmungsvorginge und des Stoffstromes, 
welche die Assimilation verschleierten, in beiden Fallen unbekannt ist. 

Was die Verbrennungswirme betrifft, so ist diese bei den von der 
sonnigen Lichtung stammenden Nadeln schlieBlich mehr gesunken 
als bei denen aus dem Dickicht. Dieses bedeutendere Sinken des Warme- 
effektes der Nadeln bei gleichzeitiger gréBerer Steigerung des C-Gehalts 
der Nadeln von der sonnigen Lichtung 1é8t sich durch die intensivere 
Lichtwirkung erklairen, die einerseits hier eine intensivere Assimilation 
hervorgerufen hatte, andererseits die endliche Oxydierung der organi- 
schen Verbindungen starker aufgehalten hatte, indem sie die Oxydierungs- 
vorgainge in den Zellen noch mehr als im Dickicht in die Richtung einer 
unvollstindigen Oxydierung lenkte, die einen Verlust des Vorrats an 
innerer Energie der Nadeln verursachte. 


11. Uber den Apfelsiiure- und Oxalsiuregehalt in den Nadeln der Picea excelsa 
im Winter. 


Wihrend des Studiums des Zustandes der Chloroplasten bei den 
Nadelhélzern im Winter wurde ich darauf aufmerksam, daB in den 
Nadeln der Picea excelsa eine so bedeutende Menge von Kristallen 
vorlag, daB diese die Zellen mitunter fast ginzlich ausfiillten. Mikro- 
chemische Reaktionen und Analysen der Kristalle im_ polarisierten 
Licht lieBen das Vorhandensein von Apfel- und Oxalsiure in den Zellen 
feststellen. Diese Séuren muBten in den Nadeln als Ergebnis von 
Vorgiangen einer unvollkommenen Oxydierung entstanden sein, da die 
Bestimmungen des Apfelsiure- und Oxalséuregehalts in verdunkelten 
und unverdunkelten Nadeln darauf hinwiesen, daB sie den Produkten 
der CO,-Assimilation nicht zugezihlt werden diirfen. Sie konnten auch 
nicht der Desamidation von Aminosaiuren, der Synthese oder dem 
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Zerfall von EiweiB entstammen, was aus den Analysen des Gesamt-, | 


Amino- und Eiweifstickstoffs hervorging!. DaB diese Saéuren in den 
Nadeln als Ergebnis unvollstandig verlaufener Oxydationsvorginge 
entstehen, kann dadurch erwiesen werden, daB ihr Gehalt in den 
Nadeln mit den Oxydations- und Reduktionsverhaltnissen in Be- 
ziehung steht. 


Zwecks Klaérung der Frage, ob solche Beziehungen vorliegen, 
wurde das Studium des Gehalts an Apfel- und Oxalsiure in dem Zeit- 
raum November— Marz an den Nadeln der Picea excelsa vorgenommen, 
und zwar an Zweigen, a) bei denen die Lichtwirkung mittels kiinstlicher 
Verdunkelung im Laufe von 15 bis 16 Tagen ausgeschlossen war, 
b) auf die schwaches diffuses Licht eingewirkt hatte — die Zweige 
wurden einer im Walddickicht wachsenden Tanne entnommen —, 
c) die starkster Lichtwirkung ausgesetzt waren die Zweige wurden 
von einer auf offener, sonniger Lichtung wachsenden Tanne geholt. 


Methodik. 


Die Nadeln wurden jedesmal von zweijihrigen Zweigen der gleichen 
Héhenlage gepfliickt. Das frische Material wurde mit Dampf bearbeitet 
und sodann im Trockenschrank bei 50°C getrocknet. Das getrocknete 
Material wurde in unzerkleinertem Zustande bis zum Augenblick der 
Analysen liegengelassen. Zu den Analysen gelangte eine Durchschnitts- 
probe der Nadeln, die von einer bestimmten Anzahl (verdunkelter oder 
nicht verdunkelter) Zweige gepfliickt waren. Das Gewicht betrug etwa 5 g. 
Bei den wiederholten Bestimmungen schwankten die Ergebnisse der 
Analysen in folgenden Grenzen: fiir Apfelsaure 0,8 bis 1,5°,, fiir Oxalsaiure 
0,6 bis 1,2°, vom Gesamtgehalt der Saure in den Nadeln. Die Apfelsiure 
wurde nach Fleischer bestimmt, wobei das unmittelbare Titrieren der Saure 
mit Lauge durch ihre Bestimmung in Form von Ca-Salz ersetzt wurde. 
Die Bestimmung der Oxalséiure wurde nach Berthelot-André vorgenommen. 
Bei den Bestimmungen wurde die Summe der gebundenen und _ freien 
Saéuren berechnet. AuBer den Saéuren wurde der Gehalt an Kohlenhydraten 
nach dem Bertrand-Verfahren und nach dem Kieselschen Schema bestimmt. 


Ergebnisse. 


Die Anaiysen der verdunkelten Nadeln ergaben, daB im Zeitraum 


stattgefunden hatte. Von der zweiten Halfte Januar an begann die 
Apfelsiure in den Nadeln zu schwinden. 


Der Oxalsiuregehalt nahm wahrend des ganzen beobachteten 
Zeitraums fast ununterbrochen zu. Dabei wurde ihre bedeutendste 
Zunahme im Februar— Marz festgestellt (s. Tabelle IV). 

1 Um vorliegende Arbeit mit groBen Zahlenmengen nicht zu_iiber- 
haufen, lassen wir die Ergebnisse der Analysen der N-Stoffe hier fort. 
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Der Verlauf der 
Kurven, die den Ge- 
halt an beiden Saéuren 
im Februar — Marz 
in der Zeit der Ver- 
starkung der At- 
mungsvorginge in 
den Zellen 
stellen (s. 
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Abb. 1. 

Im Walddickicht gesammelte 
Nadeln vorliufig verdun- 
kelter Zweigtriebe. 
box Apfelsiurekohlen- 
stoff in mg prolg 
trockener Nadeln. 





> = Oxalsiurekohlen- 
stoff in 0,2 mg pro 
lg trockener 


Nadeln. 

3 => ---- Kohlenhydrat- 
kohlenstoff in mg 
pro 1g trockener 
Nadeln. 


ist also entgegen- 
gesetzt. Dieser Um- 
stand gestattet die 
SchluBfolgerung, daB 
die Aufspeicherung 
von Apfel- und Oxal- 
siure  verschiedene 
Oxydierungsbedin- 


Im Walddickicht gesammelte Nadeln vorher verdunkelter Triebe. 
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cungen erfordert. Zur Aufspeicherung gréBerer Mengen von Apfel- 
siure ist eine Abschwaichung der Oxydierungsbedingungen  erforder- 
lich. Die Verstarkung dieser Bedingungen im Frihling —hindert 
dagegen die Neubildung dieser Séure in den Nadeln und _ fihrt 
zu ihrer weiteren Oxydierung. Die Bildung der Oxalsiure kann 
in einem weiten Oxydierungsbereich vor sich 





vehen, aber eine Aufspeicherung derselben in 
den Nadeln in gréBeren Mengen erfordert 


stirkere Oxydierungsbedingungen als die Auf- © F-?—7—7 77 
speicherung der Apfelsaure. eee 
. y r . ° | | 

Bei den Nadeln der aus dem Walddickicht ee Sree Come ee rs eee 


stammenden Zweige, die keiner Verdunkelung 
unterzogen worden waren, la8t sich der Apfel- 
siuregehalt durch eine aufsteigende Kurve dar- } Ee 
stellen: (s. Abb. 2 und Tabelle V). Eine solehe © />}->—>7>-T 
Richtung der Kurve lat sich damit erklaren, ! 
daB die Vorgange einer 
vollstandigeren  Oxy- 
dierung im Spatwinter 
durch die allmahlich 
stirker werdende Licht- 
wirkung gehemmt 
wurden. Die gegen den 
Frihling zu starker 
werdenden energeti- 
schen Vorginge muften 
deshalb vornehmlich die 















































Richtung der Bildung ‘y rr 7 ww 


weniger oxydierter Pro- Abb. 2. Abb. 3. 
dukte einschlagen, ins- ImWalddickicht gesammelte Auf offener sonniger Wald- 
; Nadeln. lichtung eingesammelte 

besondere der  Apfel- Nadeln. 

saure. Die Lichtwir- 1 = —— Apfelsiurekohlenstoff in mg pro 1g trockener 

kung auBerte sich auch ae. . 

7 2 = ..-..-- Oxalsiurekohlenstoff in 0,2 mg pro 1g trockener 

in der Richtung der Nadeln. 

Kurve, welche den Ge- 3 = ----- Kohlenhydratkohlenstoff in mg pro 1 g trockener 
Nadeln. 


halt an Oxalsaéure ver- 
anschaulicht; sie weist keine so groBe Steigung auf, wie sie bei den 
Nadeln der verdunkelten Zweige beobachtet wurde. 

Bei den von sonniger Lichtung stammenden Nadeln laBt sich der 
Apfelsiuregehalt durch eine Kurve darstellen, die im allgemeinen eine 
aufwartssteigende Richtung aufweist, wie auch bei den aus dem Dickicht 
stammenden Nadeln. Die Spriinge dieser Kurve sind aber scharfer 
ausgepragt (s. Abb.3 und Tabelle VI). Diese steilen Steigungen der 
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Kurve lassen — sich 
durch die Lichtwir- 
kung erkliren, die 
hier den Vorgang 
einer vollstandigeren 
Oxydierung 
starker hemmen 
muBte als im Wald- 
dickicht. Infolgedes- 
sen nahmen die Oxy- 
dierungsvorgange 
hier noch mehr die 
Richtung der Bildung 
weniger 
Produkte, 
dere der Apfelsiure. 


noch 


oxydierter 
insbeson- 


Die Ursache der 
schroffen 
schen Senkungen der- 


periodi- 


selben Kurve scheint 
folgende zu sein. Die 
Anhaufung = groBer 
Mengen Pro- 
dukten un- 
volilstandigen Oxy- 
dierung in den Nadel- 
zellen hatte 
schroffe | Anderung 
des Oxydations- und 
Reduktionspotentials 
des Plasmas zur Folge, 
weshalb die Bildung 
der Apfelsiure zeit- 
weilig aufgehalten 
wurde; gleichzeitig 
nahmen die in den 
Zellen vor sich ge- 
henden und darin das 
Schwinden der Apfel- 
siure bewirkenden 
Vorginge tberhand. 

Was die den 
Oxalsiuregehalt dar- 


von 
einer 


eine 


Im Walddickicht gesammelte NadelIn. 
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Tabelle VI. 





Kohlenstoffgehalt 


Veriinderungen des Kohlenstoffgehalts 


bis 


18. II. 


l. bis 18. I. bis 2. 11. bis 
ag, 18, IL. 


9 


. bis 
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» 


”» 


18. I. 


+ 80,66 


— 25,89 


+ 10,76 


in mg pro 1g trockener Nadeln 


Apfelsiure 


mg pro 1g trockener Nadeln 


in 


Oxalsaure 


in mg pro 1g trockener Nadeln 


| 
) | 


Kohlenhydrate 


(gesamte 


Kohlenhydrate 


Abnahme. 


bedeutet 


Zuwachs, 
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Bemerkungen: 


stellende Kurve be- 
trifft, so ist 
allgemeine Richtung 
hier fast waagerecht. 


ihre 


Diese ergibt sich aus 
dem Vorhandensein 
schwacher Oxydie- 
rungsbedingungen 

offenen 
Lichtung, 
wodurch die Bildung 


in den 


auf der 


sonnigen 
dieser Saure 
Nadeln 
giinstigt wird. 

Den Stoff zur 
Bildung sowohl der 
Apfelsiure als auch 


wenig  be- 


der Oxalsaure schei- 
nen in allen Fallen 
Kohlenhydrate — ge- 
liefert zu 
wenn dieses aus den 


haben, 


angefiihrten Angaben 
auch nicht ersichtlich 
ist, da _ gleichzeitig 
dem Verbrauch 
Kohlenhydrate 
auch Neubildung 
und Zuleitung der- 
selben vor sich gehen 


mit 
der 


mubte. 


SchluBfolgerungen. 


1. Der C-Gehalt 
der Nadeln der Picea 
excelsa bleibt im 
Winter nicht unver- 
andert. 

Die Verdunke- 
lung der Nadeln lieB 
C-Verluste in 
selben erkennen. 


den- 
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Die Analysen der im Walddickicht eingesammelten wie auch di 


von offener, sonniger Lichtung stammenden Nadeln (ohne vorhergehend: 
Verdunkelung) zeigten periodische Schwankungen, als SchluBergebni 
aber nach Verlauf des Winters eine Steigerung des C-Gehaltes. Letzte1 
ist auf der sonnigen Lichtung bedeutender als im Dickicht. 

2. Der Vorrat an innerer Energie der Nadeln andert sich im 
Winter ebenfalls. 

Die Verdunkelung der Nadeln lieB eine Verringerung ihrer Ver 
brennungswirme wahrend der ganzen Winterperiode feststellen. 

Die Verbrennungen der unverdunkelten Nadeln, sowohl der, dic 
aus dem Dickicht, als auch der, die von sonniger Lichtung stammten, 
zeigten periodische Schwankungen und als SchluBergebnis fiir den Winter 
eine Verringerung ihres Warmeeffektes, wenn auch eine geringere als 
bei den verdunkelten Nadeln. Die Verringerung der Verbrennungs 
warme der Nadeln ist auf offener, sonniger Lichtung bedeutender als 
im Walddickicht. 

3. Aus der Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Bestimmungen 
des Gehalts an elementarem Kohlenstoff und der Verbrennungswarme 
der Nadeln erhellt die Beteiligung der Vorgange einer unvollkommenen 
Oxydierung am Leben der Nadelhdélzer. 

4. Die Analysen der Nadeln ergaben, da8 der Gehalt an Apfel- und 
Oxalsiure in Zusammenhang mit den Oxydations- und Reduktions- 
bedingungen gebracht werden kann. 

5. In den Nadeln der verdunkelten Zweige findet im Zeitraum 
November—Mitte Januar eine Steigerung des Gehalts an Apfelsiure 
statt. Von der zweiten Halfte Januar an beginnt ihre Menge allmahlich 
zu sinken. 

In den Nadeln der unverdunkelten Zweige steigt der Apfelsiure- 
gehalt von November bis Marz. Die Menge der in den Nadeln auf- 
gespeicherten Apfelsaiure ist auf sonniger Lichtung gréBer als im Wald- 
dickicht. 

Der Gehalt an Oxalsiure in den Nadeln der verdunkelten 
Zweige steigt im Zeitraum November— Marz fast ununterbrochen. 

In den Nadeln der unverdunkelten Zweige ist eine solche Zunahme 
des Oxalsaiuregehalts nicht zu beobachten gewesen. 

6. Das Vorhandensein eines Zusammenhangs des Gehalts an 
Apfel- und Oxalsiure in den Nadeln mit den Oxydierungsbedingungen 
gestattet den SchluB zu ziehen, daB diese Séuren in den Nadeln als 
Ergebnis gewisser Vorginge einer unvollstandigen Oxydierung ent- 
stehen. 
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Permanganatoxydation in der Jodmikromethodik. 
Von 
Béla Groak. 
Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. ung. Pazmany Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 8. Marz 1934.) 


Mit der zunehmenden Bedeutung des Jodgehaltes organischer 
Substanzen mehren sich die Bestimmungsverfahren der in jenen Stoffen 
enthaltenen winzigen Jodmengen. So verschieden die einzelnen Ver- 
fahren auch gestaltet sind, kann in allen nahezu dieselbe Folge des 
Analysenganges wiedergefunden werden: 

l. Veraschung des Materials und zugleich Umwandlung des ,,or- 
ganischen Jods in anorganische Jodverbindungen. 

2. Extraktion des Jods (bei einigen Verfahren mit Saureveraschung 
nicht unbedingt erforderlich). 

3. Oxydation des extrahierten Jods zu Jodat. 

4. Bestimmung des Jodats durch Titration oder Kolorimetrie. 

Vorliegende Mitteilung beschaftigt sich ausschlieBlich mit der 
dritten Stufe des Analysenganges, mit der Oxydation des Jods zu Jodat. 
Heute wird zu diesem Zwecke fast ausschlieBlich die Winklersche 
Chlor- oder Bromoxydation angewendet. Beide Verfahren haben ihre 
Vor- und Nachteile, und zahlreiche, einander teilweise widersprechende 
Literaturangaben beschaftigen sich mit dieser Frage. 

Kurz zusammengefaBt sind die Nachteile der Chloroxydation: 

1. Verlustméglichkeit durch JCl-Bildung (Lunde und Mitarbeiter). 

2. ,.Restoxydation’’ (Hdjer, Reith). 

3. Bromatbildung (Reith). 

Die Nachteile der Bromoxydation dagegen sind: 

1. Schwierige Austreibung (auch mit Wasserdampf: Hdéjer, Lezpert). 

2. UnverlaBliche Oxydationswirkung (Schwaibold). 

Bei der Suche nach einem geeigneteren Oxydationsmittel stieB ich 
vor Jahren auf das Permanganat. Obwohl ihm der groBe Nachteil anhaftet, 
da8B es nicht fliichtig ist, und daher nach der stattgefundenen Oxydation 
reduziert werden muB, gelang es mir damals, eine verhaltnismaBig einfache 
Methode, allerdings nur fiir Mengen von 0,1 bis 10mg Jod anzugeben. 
In der Literatur fand ich auch seither nur bei Pinkussen eine Permanganat- 
oxydation angegeben, welche aber in saurer Lésung vorgenommen wird 
und daher meiner Ansicht nach nicht verlaBlich ist. Unabhangig von ihm 
gelang es mir, das Prinzip der alkalischen Permanganatoxydation auch 
fiir Mikrobestimmungen anzuwenden. 


Prinzip. Das Jod (Jodid, Hypojodit usw.) wird in schwach al- 
kalischer Lésung durch Kaliumpermanganat bei 100° in wenigen Se- 
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kunden glatt und vollstandig zu Jodat oxydiert. Das iiberschiissig: 

Permanganat wird in saurer Lésung durch Natriumnitrit reduziert 

dieses wiederum durch Harnstoff zerstért. Nach Zugabe von Jodid 

und Starkelésung kann mit einer n/1000 Thiosulfatlésung_ titriert 

werden. Zur Kontrolle werden stets einige Leerwerte mitverarbeitet 
Erforderliche Lésungen: 


1. n Kaliumpermanganatlésung (pro anal. puriss.). 
2. Phosphorsdure, pro anal. Sirupkonsist., d = 1,7, Merck. 


3. n/2 Natriumnitritlésung, pro anal. puriss. 
4. 40°%ige Harnstofflésung, reinst. 


Samtliche verwendete Reagenzien sowie das zur Lésung gebrauchte 
dest. Wasser miissen absolut jodfrei sein. (Priifungsmethoden und, wenn 
nétig, Reinigung siehe bei Fellenberg, Reith, Héjer usw.) Die Zutaten lassen 
sich am bequemsten und mit ausreichender Genauigkeit mittels spitz aus- 
gezogener und mit Gummikappen versehener Glasréhrchen bewerkstelligen. 
Das Gewicht eines so erhaltenen Trépfchens betragt 24 bis 26 mg, nur bei 
der Phosphorsiure 27 bis 29mg. Ein Trépfechen bedeutet im folgenden 
stets einen aus einer spitz ausgezogenen Glasréhre fallenden Tropfen und 
keinen ,,Normaltropfen*’. Die Oxydation wird in kurzen, breiten Hagedorn- 
Roéhren aus Jenenser Glas vorgenommen (30 x 100 mm). Die Zutaten werden 
stets in die Mitte der Réhre getropft und nicht die Wand entlang flieBen 
gelassen. Die Réhren miissen jedesmal vor Gebrauch mit Chromschwefel- 
sdure gereinigt, dann mit Wasser, dest. Wasser und zuletzt mit jodfreiem 
dest. Wasser griindlich gespiilt und getrocknet werden. Tropfen diirfen 
an der Wand keinesfalls hangen bleiben. 


Das Verfahren gestaltet sich kurz zusammengefaBt wie folgt: 


1. Die mit einem Tropfen konz. Kaliumecarbonatlésung und etwas 
Wasser eingedampften Alkoholextrakte werden (eventuell nach erneutem 
schwachen Gliihen) mit 4.0,4ceem Wasser in eine Hagedorn-Réhre aus 
Jenenser Glas (breite Form) gebracht. 

2. Nach Zugabe von einem Trépfchen n Kaliumpermanganatlésung 
kommt die Roéhre fiir 2 Minuten in ein kochendes Wasserbad. 

3. Nach Ablauf dieser Zeit wird der Inhalt mit drei Trépfechen Phosphor- 
siure und einem Trépfchen n/2 Natriumnitritlésung versetzt. Nach Zugabe 
der Séure darf die Farbe héchstens etwas rétlicher werden; nach Zusatz 
des Nitrits mu8 augenblicklich vollstandige Entfarbung eintreten. Die 
Réhrenwand wird mit dem Roéhreninhalt umgespiilt, dann 30 Sekunden 
Wasserbad, nachher Wand abermals umspiilen. 

4. Zusatz von drei Trépfchen einer 40°,igen Harnstofflésung, Wand 
spiilen (héher als vorher!), 60 Sekunden Wasserbad, Wand abermals ganz 
hoch spiilen, abkiihlen. 1. bis 4. nehmen etwa 5 Minuten in Anspruch. 

5. Nach Zusatz eines Jodkalikristallchens und eines Trépfchens einer 
frisch bereiteten 2°(igen Starkelésung erfolgt das Titrieren mit n/1000 
Thiosulfatlésung. 

Die erste Stufe dieses Verfahrens bildet die Oxydation selbst. Das 
Veraschungsgut wird aus dem Porzellan- oder Platintiegel mit 4. 0,4 cem 
Wasser in die Hagedornsche Réhre iibertragen und mittels des spitz aus- 
gezogenen Tropfgléschens mit einem Trépfchen n Kaliumpermanganat- 
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lésung versetzt. Nach einigem Vermischen wird die Réhre mit der dunkel- 
violetten Lésung tief in ein kochendes Wasserbad gesenkt und 2 Minuten 
lang darin gelassen. Die dunkelviolette Farbe der alkalischen Permanganat - 
lésung darf hierbei héchstens etwas heller werden. Darauf wird die Réhre 
herausgeholt, die heiBe Lésung mit drei Trépfchen Phosphorsaéure und einem 
Trépfechen der n/2 Nitritlésung versetzt, und die Wande der Réhre werden 
etwas hoéher, als sie vom Permanganat benetzt worden sind, mit dem Inhalt 
sorgfaltig umgespiilt. Dann kommt die Réhre fiir 30 Sekunden wieder ins 
kochende Wasserbad. Nach dem Herausnehmen werden die Wande sorg- 
faltig wieder bis zur vorigen Héhe umgespiilt. Beim Ansiéuern mit der 
Phosphorsaéurel6sung wird die violette Farbe des Permanganats etwas 
heller, rétlicher. Ein Verschwinden der Permanganatfarbe oder auch ein 
Braunwerden deuten auf Verunreinigung mit organischen oder anorganischen 
reduzierenden Substanzen, d.h. auf unvollkommene Veraschung, oder auf 
das Vorhandensein kleiner Nitritmengen im Alkoholextrakt des Veraschungs- 
gutes. Dies kommt vor, wenn zur Veraschung Nitrat verwendet wurde. 
Am besten ist es nach Fellenberg, ohne Nitrat zu veraschen, oder aber mu8 
das gebildete Nitrit nach Reith vernichtet werden. Die Verfarbung oder 
Entfarbung der Permanganatlésung beim Ansduern zeigt somit einen 
methodischen Fehler an und bildet dadurch eine Kontrolle der Veraschung 
und Extraktion. Tritt sie ein, so sind die Resultate nicht zu verwerten. 
Die Entfarbung darf und mu8 nur nach Zugabe der Nitritlésung eintreten, 
dann aber fast augenblicklich. Die Anwendung der Phosphorsaure ist vorteil- 
haft, da in phosphorsaurer Lésung die Reduktion des Permanganats glatt vor 
sich geht, die relativ schwache Saéure das nachher zugesetzte Jodkalium 
dagegen bekanntlich wenig angreift. Die Verwendung des Nitrits hat den 
Vorteil, da8 dadurch alles Permanganat wie auch etwa gebildeter Braunstein 
in der angegebenen Weise mit absoluter Sicherheit zerstért wird, was z. B. 
mit Dextrose nicht der Fall ware. Diese Arbeitsweise hat natiirlich zur 
Voraussetzung, daB das gebildete Jodat durch das Nitrit in der angegebenen 
Versuchsanordnung auch spurenweise nicht angegriffen wird. Um dies zu 
beweisen, wurde folgender Versuch angestellt: Abgemessene Mengen einer 
Jodatlésung wurden auf 1,6cem Volumen gebracht, mit einem Tropfen 
einer gesattigten Kaliumcarbonatlésung, drei Trépfechen Phosphorséure 
und einem Trépfchen Nitritlésung versetzt. Diese Mischung wurde ver- 
schieden lange Zeit im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach Zerst6rung des 
Nitrits wurde mit einem Kristallchen Jodkali und einem Trépfchen einer 
2°.igen Starkelésung versetzt und mit n/1000 Thiosulfatlésung aus einer 
in 0,001 cem geteilten Biirette titriert. Wie Tabelle | zeigt, trat im Jod- 
gehalt keine merkliche Anderung ein. (Die angegebenen Zahlen sind Mittel- 
werte von je drei Parallelbestimmungen. ) 


Tabelle I. 





Te 1. See Tt aia 
ecm ecm 10 30 60 120 Nitrit 
0,5 11 0,045 0,045 0,046 0,044 0,045 aie wlinee 
1,0 0,6 0,090 0,092 0,089 0,090 0,091 Nag S205, 
15 | 01 0183 | 0136 0135 0,134 0,134 | F = 1,097 


Zur Zerstérung des iiberschiissigen Nitrits schien Harnstoff oder Natrium- 
azid (NaN;) geeignet zu sein. Das Natriumazid findet bei verschiedenen 
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Autoren Verwendung, so bei Reith, Triebart, Mayrhofer, Schneider und 
Wasitzky u.a.m., jedoch wurde von ihnen die Azidmethode zur Nitrit 
entfernung vor der Oxydation, zur Entfernung des bei der Veraschun, 
gebildeten Nitrits verwendet. Zur Entfernung dieser sehr verschieden groBen 
Nitritmengen ist der Harnstoff nicht zu gebrauchen, wie dies von Reit/ 
festgestellt wurde.  Gleichbleibende kleine Nitritmengen, wie sie nach 
Nitritzusatz zwecks Permanganatreduktion in Lésung bleiben, kénnen 
dagegen mit Harnstoff recht gut eliminiert werden, wie folgender Versuch 
beweist : In breite Hagedorn-Réhren wurden je 1,6 cem Wasser, ein Trépfechen 
Kaliumcearbonatlésung, drei Trépfechen Phosphorséure und ein Trépfchen 
der n/2 Nitritlésung gebracht. Dann wurden je zwei Trépfchen der ver 
schieden konzentrierten Harnstoff- oder je ein Trépfchen der Natrium 
azidlésungen zugesetzt, umgespiilt. fiir 30 Sekunden’ ins kochende 
Wasserbad gesetzt, wieder umgespiilt und abgekiihlt. Nach Zusatz von 
Jodkalium und Starkel6sung wurde beobachtet, ob Blaufarbung eintritt. 
Das Ergebnis ist in Tabelle If zusammengefaBt. wo .,—** Ausbleiben, 
. + Eintritt der Blaufarbung bedeutet. 


Tabelle II. 





Natriumazidlisung 1 Trépfchen Harnstofflisung 2 Trépfchen 


Versuch xis : gay i = : = : 
5,09/9 | 2,5%g | 1,09 | 0.5% | 0,899 | 0,2%5 | 50/9 | 409/5 | 30/5 | 209,  100/, 


¥: + 
+ + 
a. me i 


a 
— 
nd 
a 


Der Sicherheit halber muB etwas mehr als die erforderliche Mindest- 
menge angewandt werden, also drei Trépfchen einer 40° igen Harnstoff- 
lésung oder zwei Trépfchen einer 0,5°,igen Natriumazidlésung. Nun 
wurde noch untersucht, ob Harnstoff oder Natriumazid in den angegebenen 
Mengen auf das gebildete Kaliumjodat von EinfluB sind. Die Versuche 
wurden wie die Nitritversuche angestellt, nur daB stets 60 Sekunden lang 
(das Doppelte der vorgesehenen Kochzeit) erhitzt wurde. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle III zusammengefaBt, die Zahlen sind Mittelwerte von je 
drei Parallelbestimmungen. 


Tabelle III. 





KJO Harnstofflésung Natriumazidlisung 
n 108 HO 409/5, Trépfehen 0,59/5, Trépfchen 


eem eem 0 2 3 4 6 0 1 2 4 8 


0,5 | 1,1 0,043 | 0,043 0,043 0,042 0,043 9,043 0,042 0,040 0,039 0,037 
1,0 0,6 |0,085/ 0,084 0,087 0,086 0,085 0,084 0,085 0,081 0,079 0,072 
1,5 0,1 0,129) 0,129 0,126 0,128 ' 0,126) 0,128 0,129 0,124 0,118 0,108 


Zu den zahlenmaBigen Angaben der Tabelle III ist noch zuzufiigen, daB 
bei den Natriumazidlésungen die Parallelbestimmungen schon von zwei 
Trépfchen an, insbesondere aber bei vier und acht Trépfchen keine gute 
Ubereinstimmung zeigten. Der Versuch zeigt daher, daB bei den Natrium- 
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izidlésungen die sicher wirksamen und eben noch brauchbaren Konzentra- 
tionen zusammentallen: mindestens ein Trépichen 0,5°,iger Lésung ist 
nach Tabelle Ll erforderlich, und zwei Trépfehen derselben Lésung sind 
schon schiadlich fiir das Jodat. Dagegen kann vom Harnstoff das Dreifache 
der unbedingt erforderlichen Mindestmenge ohne Schaden verwendet 
werden. Darum entschlo8 ich mich, drei Trépfchen einer 40 ° igen Harnstoff- 
lésung anzuwenden und den Nachteil der héheren Konzentration mit in 
Kauf zu nehmen, zumal die Versuche erwiesen, daB der Anstieg der Harn- 
stoffkonzentration bis zu der angegebenen Héhe die Empfindlichkeit der 
Jodstirkereaktion nicht merklich beeinfluBt. 

Somit ist der weitere Verlauf der Bestimmung gegeben: nachdem die 
Réhre mit Nitrit versetzt, die Wand abgespiilt, 30 Sekunden lang ins 
kochende Wasserbad getaucht und die Wand abermals gespiilt wurde, 
setzen wir drei Trépfchen einer 40 °,igen Harnstofflésung hinzu. Die Wande 
werden jetzt wieder abgespiilt, und zwar noch etwas héher, um sicher jede 
Spur Nitrit mit der harnstoffhaltigen Lésung zu benetzen; dann folgt 
Eintauchen in das kochende Wasserbad fiir 60 Sekunden. Nachher wird 
die Wand der Roéhre erneut mit dem noch heiBen Inhalt fast bis zur Offnung 
hinauf benetzt. Nach dem Abkiihlen betragt die Fliissigkeitsmenge in der 
Réhre ungeféhr | ccm und ist zur Titration bereit. 


Auf die Einzelheiten der Titration kann hier ebensowenig wie auf 


die der Veraschung und Extraktion eingegangen werden. 


Bei sorgfaltigem Arbeiten und einwandfreien Reagenzien kénnen 
beliebig viele Leerbestimmungen ausgefiihrt werden, ohne am Ende bei 
Jodkali und Starkezusatz Blaufarbung zu erhalten, womit erwiesen ist, 
daB das Permanganat wie auch das Nitrit durch das angegebene Verfahren 
vollkommen vernichtet werden. Tabelle | und III zeigen, daB das Kalium- 
jodat durch die nachfolgenden Eingriffe nicht beeinfluBt wird. Den Beweis, 
das alles Jod in Jodat umgesetzt wurde, erbringt Tabelle [V. Es wurde in 
einer stark verdiinnten Jodkalilésung der Jodgehalt mit einer Makromethode 
bestimmt und ein Gehalt von 0,9 y pro ccm (90 7-°,) gefunden. Von dieser 
Lésung wurden nun verschiedene Mengen genommen, auf 1,6 ccm aufgefiillt 
und nach dem obigen Verfahren als Kaliumjodat bestimmt. Der Versuch 
lieferte folgende Werte (Mittelwerte von je drei Parallelbestimmungen) : 


Tabelle IV. 





. : n/1000 
K J-Lésung Thiosulfat Jodgehalt Jodgehalt 
90 y-%/9 Jo F 1,043 gefunden berechnet 


ecm cem } Y 


0,2 0,008 0.18 0.18 
0.4 0,017 0.38 0.36 
08 0,032 071 0.72 
1,2 0,048 1,06 1,08 
1,6 0,065 1,43 1,44 


Obwohl dieser Versuch besonders gut ausfiel, gaben zahlreiche aéhnliche 
Versuche ein fast ebenso gutes Ergebnis. Bei Bestimmung von | bis 2 7 Jod 
(wie sie in 5 bis 10cem Blut normalerweise vorhanden sind) blieb der 
gesamte Fehler der Oxydation und Titration stets unter + 4°, 
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Studien tiber den Einflu6B verschiedener Nahrungsbestandteile 
auf den Athylalkoholgehalt des Blutes. 
Von 
Erik M. P. Widmark. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat in Lund.) 
(Eingegangen am 9. Mdrz 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1912 ver6ffentlichten V6ltz, Baudrexel und Dietrich (1) eine 
Untersuchung, in der sie zeigten, dafi die Alkoholmenge, die nach den 
der Einnahme folgenden Stunden in den Harn iibergeht, bedeutend gréBer 
ist, wenn der Alkohol auf fastendem Magen als zusammen mit einer reich- 
lichen Mahlzeit eingenommen worden ist. Die Werte bei Fasten waren 
maxinmial achtmal so groB als nach einer reichlichen Fleischmahizeit. 

2 Jahre spiter hob Verfasser (2) folgendes hervor: Da der Alkohol 
durch Diffusion in den Harn iibergeht, mu man bei einer schnellen Harn- 
ausscheidung offenbar gréBere absolute Werte finden als bei einer langsamen. 
Da eine Alkoholkonsumption bei fastendem Magen eine bedeutend gréBere 
Diurese verursacht als bei gefiilltem Ventrikel, wird hierdurch wenigstens 
teilweise die gr6Bere Differenz in der Alkoholabgabe durch den Harn in den 
Versuchen von V6ltz und Mitarbeitern erklart. Eine Bestimmung der 
Alkoholkonzentration des Harns in sukzessiven Proben wiirde ein besseres 
Bild von den Verschiedenheiten in der Alkoholkonzentration bei ver- 
schiedenen Versuchsbedingungen geben. 

Die vom Verfasser diesbeziiglich ausgefiihrten Versuche zeigten, daB 
der variierende Grad der Harnausscheidung nicht allein dadurch verur- 
sacht wurde, da der Alkohol bei fastendem Magen in gr6Rerer Menge 
in den Harn iibertrat als bei gefiilltem Darmkanal. Die Alkoholkonzen- 
tration des Harns zeigte sich bei Einnahme auf niichternem Magen 
bedeutend héher. Damit war das bekannte Phanomen, dai zusammen 
mit Nahrung eingenommener Alkohol eine weniger berauschende Wirkung 
hat als auf fastenden Magen genosscner, mit den Konzentrationsverhalt- 
nissen des Alkohols im Organismus in Beziehung gebracht. 

In seinen Studien iiber die Konzentration des Alkohols im Blute bei 
Hunden unter verschiedenen Umstanden beriihrt spater 2. Mellanby (3) 
den EinfluB der Nahrung. Er beobachtet vor allem die Lage des Maximums 
der Alkoholkurve und findet, daB Brot zusammen mit Mileh oder auch 
Milch allein dieses stark herabdriickt. Separierte Milch hat einen ge- 
ringeren Effekt als siiBe Milch, Fett: einen merkbaren Effekt, Magerkase 
einen unbedeutenden. In bezug auf Fleisch findet er, daB es geringeren 
Effekt als Milch hat. Er folgert, da8 eine Serkung des Maximums der 
Kurve durch eine verlangsamte Resorption des Alkohols verursacht wird. 
Er ist der Ansicht, daB ,,Fat inhibits absorption of aleohol to some extent, 
and more especially that of stronger solutions (20 per cent). The fat of 
milk is undoubtly responsible for some of the inhibitory effekt of milk, 
but possibly not all‘. 

H. W. Southgate (4) kniipft an Mellanbys Versuche an Hunden an und 
studiert den Effekt des Einflusses der Nahrung auf den Alkoholgehalt im 
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Blute beim Menschen. Er findet auch eine markierte Senkung des Alkohol 
gehaltes im Blute nach Milchgenu8. Milch zusammen mit Brot hat einen 
noch gr6Beren Effekt, Brot mit Wasser den gleichen Effekt wie Brot mit 
Milch. Olivenél hat dagegen keine deutliche Wirkung bei einer der Versuchs- 
personen, eine gewisse Verlangsamung der Resorption bei zweien. Die 
Versuche mit Sii8milch und separierter Milch stimmen im groBen und 
ganzen gut tberein. Er zieht hieraus den SchluB, daB ,.fats are not the only 
factor tending to prevent alcohol from circulating in the bloodstream‘'. Nach 
der Feststellung, daB die Geschwindigkeit des Falles der Alkoholkonzentration 
in allen Versuchen an einer und derselben Versuchsperson gleich ist und 
daB diese Geschwindigkeit von der Konzentration unabhangig ist, fragt 
er sich, welches das Schicksal des groBen Teiles des Alkohols ist, der bei 
Brot-Milchdiaét niemals in den Blutstrom gelangt, oder, wenn dies doch 
der Fall ist, dort sogleich verschwindet. Er glaubt, daB dieser Effekt nicht 
durch eine verlangsamte Resorption oder Bindung oder Umwandlung des 
Alkohols im Darmkanal erklart werden kann. Seine orientierenden Versuche 
geben ihm keine Lésung dieses Problems. 

Seit vielen Jahren habe ich meine Aufmerksamkeit auf dieses 
interessante Problem gerichtet, aber erst wahrend den drei letzten Jahren 
habe ich dasselbe eingehender in Angriff nehmen und dariiber einige 
kiirzere Mitteilungen veréffentlichen kénnen (5). 

Aus den Untersuchungen der erstgenannten Verfasser geht hervor, 
da® der senkende Einflu8, den die Nahrung auf die Alkoholkonzentration 
im Blute ausiibt, in zwei Faktoren aufgeteilt werden kann: a) eine 
Verlangsamung der Resorption des Alkohols, wodurch das Maximum 
der Alkoholkurve in der Zeit verschoben und auf Grund der wahrend 
der verlingerten Resorptionsperiode umgesetzte gréBere Alkohol- 
menge gesenkt wird. Mellanby hat seine Aufmerksamkeit hauptsachlich 
auf diesen Faktor gerichtet; b) der von Southgate erwaihnte Faktor, 
der bewirkt, da eine gewisse Menge des zusammen mit oder nach der 
Mahlzeit verzehrten Alkohols .,verschwindet*’ und nicht mit der fiir 
jedes Individuum charakteristischen Umsetzungsgeschwindigkeit um- 
gesetzt wird. Im folgenden werde ich diesen Faktor als ,,Spezifischer 
Effekt der Nahrungsbestandteile’* bezeichnen. Es ist offenbar, daB 
man nur durch ein scharfes Trennen dieser zwei Faktoren zu einer 
Auffassung dariiber gelangen kann, welche Rolle jeder von ihnen spielt. 


Durch meine friither aufgestellten Regeln fiir die Umsetzung und Ver- 
breitung des Alkohols im Organismus (6) und die exakte Berechnungs- 
methodik, die hieraus entwickelt wurde, ist es méglich geworden, diese 
zwei Faktoren in befriedigender Weise methodologisch voneinander zu 
trennen. Diese Methodik soll in der folgenden Ausfiihrung beschrieben 
werden. Hauptzweck der Untersuchung ist die Feststellung, an welche 
Hauptbestandteile der Nahrung der spezifische Effekt gekniipft ist. 
Der verlangsamten Resorption wird in dieser Arbeit nur nebensachliche 
Aufmerksamkeit geschenkt. 
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Methodik. 


Abb. 1 zeigt schematisch den Verlauf der Alkoholkurve nach Alkonol- 
‘ingabe in einzelnen Dosen. 

A. Auf fastendem Magen. 

B. Nach Nahrung, deren Bestandteile nur die Resorption verlang- 
samen, aber ohne spezifischen Effekt sind. 

C. Nach Nahrung, deren Bestandteile die Resorption maBig verzégern 
und einen starken spezifischen Effekt haben. 

In diesem Schema wird vorausgesetzt, daB die Umsetzungsgeschwindig- 
keiten in der postresorptiven Periode (f) identisch sind. Der prinzipielle 
Unterschied zwischen den Kurven B und C ist offenbar der, daB, wahrend 2 
sich allmahlich A nahert und mit dieser zusammenfillt, verlauft C in der 
postresorptiven Periode parallel und niedriger als A. Werden die gerad- 
linigen Teile von A und B extrapoliert, so werden fiir t = 0 (cy) identische 
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Abb. 1. 





Werte erhalten. Wird C in gleicher Weise extrapoliert, so wird fiir t = 0 (€)) 
ein niedrigerer Wert erhalten. Die Differenz cy —c) gibt also die Senkung 
des Alkoholgehaltes des Blutes vom Werte bei Fasten an, die durch den 
spezifischen Effekt der Nahrungsbestandteile wahrend der Resorptionszeit 
verursacht worden sind. Die hierbei versechwundene Alkoholmenge in 
Gramm. betragt: 

A (Cg—e 


0) worin A die eingegebene Alkoholmenge angibt. 
“0 

Im allgemeinen variiert indessen die Umsetzungsgeschwindigkeit (/) 
bei Hunden, die in dieser Untersuchung als Versuchstiere gedient haben (7), 
etwas von Versuch zu Versuch. Die postresorptiven Kurventeile verlaufen 
dann nicht parallel miteinander. 

In Abb. 2! ist angenommen worden, daB / fiir B und C etwas gréBer 
ist als fiir A. In Abb. 1 und 2 der Mitteilung des Verfassers (5b) sind zwei 
Beispiele angefiihrt, in denen die Umsetzung bei spezifischem Effekt groBer 
bzw. kleiner als im Fastenversuch ist. Dieser Umstand hat indessen auf 
die Berechnung keinen Einflu8. Die extrapolierten Werte fiir ¢ = 0 werden 
bei Abwesenheit eines spezifischen Effektes gleich dem Fastenwert ¢). Bei 
Anwesenheit eines solchen Effektes wird c) niedriger, abhangig von der 
Intensitat des Effektes. 

Die Versuche sind, wie erwahnt worden ist, aus dem Grunde mit 
Hunden ausgefiihrt worden, da die meisten der hier untersuchten Substanzen 
nicht ohne groBe Unannehmlichkeiten von Versuchspersonen eingenommen 
werden kénnen. Die Tiere erhielten nach wenigstens I6stiindigem Fasten 


1 In Abb. 2 sind die Buchstaben B und C vertauscht worden. 
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mit der Magensonde eine verdiinnte Alkohollésung von 200 bis 300 cen 
Volumen, in der die Substanz aufgelést war, deren Wirkung untersuchi 
werden sollte. Schwerlésliche oder unlésliche Substanzen wurden in Forn 
eines diinnen Breies in Alkohol verabreicht. Fleisch und Brot verzehrten di: 
Tiere freiwillig, weshalb die Alkohollésung mit der Sonde nach in ver 
schiedenen Versuchen variierenden Zeitintervallen verabreicht wurde 
Filtrierpapiermasse wurde zu Ballen geformt und in den Schlund ein 
gefiihrt, worauf die Tiere dieselben verschlucken muSten. Einige Sub 
stanzen, die von den Tieren besonders schwer vertragen wurden, ohne 
daB Erbrechen eintrat, wurden fraktioniert in der in (7) beschriebenen 
Weise verabreicht. 

In den Versuchen sind Alkoholmengen verwendet worden, die zwischen 
7.9 und 39,5g variierten. Der diesen Mengen entsprechende Wert 
fiir Cy ist nach der Formel cy = A/p.r berechnet worden, in der A = dik 
eingegebene Alkoholmenge und p = das Kérpergewicht angibt. Der 
Faktor r ist fiir jedes Tier in besonderen Versuchen bestimmt worden 
Dieser variiert indessen gleichwie / innerhalb gewisser Grenzen. Bei de: 
Berechnung von ¢ habe ich mich des héchsten Wertes fiir r bedient, de: 
wihrend der Versuchsperiode bei den Tieren bei hier und da vorgenommenen 
Versuchen mit Fasten beobachtet worden ist. Hierdurch wird ein Wert 
fiir cy erhalten, der eher zu niedrig als zu hoch ist. Bei einem solehen Ver 
fahren liuft man nicht Gefahr, daB die Berechnung einen scheinbar spezifi 
schen Effekt anzeigt, entstanden dadurch, daB der Wert fiir r beim fastenden 
Versuch zufallig niedrig gewesen ist. Andererseits besteht die Médglich 
keit, daB Substanzen, die in Wirklichkeit einen geringen, unwesentlichen 
Effekt haben, iibersehen 
werden. 





Folgende Hunde sind 
verwendet worden: Ada . : 5.8 

Die Endung -no be- Ano...... 7,0 
zeichnet ein co’, -daein@. Beda. .... 8,5 

Die Alkoholbestim- ds gk 5 ‘ va 
mungen sind mit der (in Vers. 113 bis 117) 
Mikromethode des Ver- (eno. ..... 0). , 14.4 
fassers ausgefiihrt. a ree 14,9 

Ergebnisse. 

In den Tabellen I bis ILI sind die Versuchsresultate in kiirzester Form 
dargestellt !. 

Die vier letzten Kolumnen der Tabellen erfordern eine néahere Er- 
klarung. 100) /ey gibt an, wie viele Prozente des eingegehenen Alkohols 
durch einen eventuellen spezifischen FEinflu8B der Nahrungsbestandteile 
nicht verschwunden sind. Der Wert 100 gibt demnach an, daB kein spezifi- 
scher Effekt vorhanden gewesen ist, Werte unter 100, daB ein sulcher vor- 
handen gewesen ist. Wenn der Wert 100 iibersteigt, beruht dies auf der 
Unsicherheit in den Bestimmungen. In der dritten Kolumne von riiekwarts 
ist der verschwundene Alkohol in Gramm angegeben. Die vorletzte Kolumne 
gibt den spezifischen Effekt von 1 g der gepriiften Substanz, ausgedriickt 


' In meiner Arbeit (5b) sind zwei der Analysenwerte der Versuche in 
den Einzelheiten wiedergegeben. 
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in Gramm Alkohol, an. In der letzten Kolumine ist schlie@lich, wo dies h 

geschehen kénnen, das st6chiometrische Verhaltnis zwischen verschwundenc: 
Alkohol und gepriifter Substanz angegeben. Zur Erleichterung der Ubersich:! 
tiber die Bestimmungen der spezifischen Wirkungen der verschiedene: 


Substanzen habe ich diese in Abb. 3 laut den Zahlen in der vyorletzten 


Kolumne der Tabellen graphisch dargestellt. 

In Tabelle I finden wir die Nahrungsbestandteile, die eine meh: 
oder weniger ausgepragte spezifische Wirkung aufweisen: Milch, Fleiscl, 
Brot. Ihre Wirkung ist indessen, pro Gramm berechnet, im Vergleich 
mit der gewisser Aminosduren ziemlich unbedeutend, und sie diirft: 
sich ohne Zweifel zum gréBten Teil von den Aminosauren herleiten, dic 
wahrend der Digestion aus dem EiweiB dieser Nahrungsstoffe fre: 
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Abb. 3. 


gemacht werden. Von Aminosiéuren habe ich mit Erfolg nur folgende 
priifen kénnen: Glykokoll, Alanin, Leucin, Cystin, Thyrosin und Aspa- 
ragin. Versuche mit anderen Aminosaéuren haben nicht ausgefiihrt 
werden kénnen, teils wegen der Schwierigkeiten, die Hunde zum Be- 
halten derselben zu bringen, teils da gewisse Aminoséuren angesichts 
der relativ groBen Quantitaten, die zu diesen Versuchen erforderlich 
sind, sich allzu teuer stellen. Von den gepriiften Aminosaiuren haben 
alle, mit Ausnahme des Cystins, einen sehr starken Effekt gehabt 
Der geringe Effekt dieser Saure, die in Form einer Aufschlemmung 
vérabreicht worden ist, diirfte in der Schwerléslichkeit derselben seine 
natiirliche Erklarung finden. 

Um die Spezifitat der Wirkung dieser Stoffe zu zeigen, habe ich 
eine ganze Serie anderer Stoffe gepriift, iiber die in Tabelle II berichtet 
wird. Cellulose in der Form von Filtrierpapiermasse sowie Blutkohk 
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sind geprift worden, um die Wirkung von unléslichen Bestandteilen 
klarzulegen. Keinem von diesen Stoffen kann eine sichere Wirkung 
zugeschrieben werden. Kohlenhydrate in Form von Glykose und 
Starke sind vollkommen unwirksam. Dasselbe gilt fiir Fett in 
Form von Arachisél. Die fiir einen Hund sehr groBe Quantitat von 
270 g (3800 ccm) auBerte sich praktisch genommen in keiner anderen 
Weise als in einer stark verlangsamten Resorption. Der letzte Teil 
der Tabellen zeigt den EinfluB von Kochsalz, Natriumcarbonat, Salz- 
siure und Harnstoff. Keiner von diesen Stoffen hatte einen spezifischen 
Effekt aufzuweisen. 


In der Tabelle LI] finden wir wiederum eine Serie von Substanzen, 
nimlich Sauren, die teilweise einen ausgepragten Effekt haben. Als 
Trager des Effektes, den die Nahrung ausiibt, diirften sie auf Grund 
der geringen Quantitaten, die in derselben vorkommen, von geringerer 
Bedeutung sein. Die Versuche haben dagegen ein groBes theoretisches 
Interesse. Es mu indessen stark betont werden, daB, wahrend die 
Aminoséuren in jedem Versuch, der durchgefiihrt werden konnte, einen 
spezifischen Effekt gezeigt haben, die hier gepriiften Sauren insofern 
launenhaft sind, als man in gewissen Versuchen einen starken Effekt, 
in anderen, anscheinend identischen, keinen oder nur einen unbedeutenden 
Effekt erhalt. Worauf diese Variabilitét in den Versuchen beruht, liBt 
sich gegenwartig nicht sagen. Wir finden z. B. in Versuchen mit primaérem 
Natriumphosphat einen starken Effekt in zwei von den Versuchen, 
aber keinen im dritten. Mit sekundéirem Natriumphosphat wird ein 
Effekt nur in einem von den zwei Versuchen gefunden. Citronensaure 
hat in der Regel einen guten Effekt gegeben. Die Olsdure gibt, pro 
Gramm berechnet, einen ziemlich unbedeutenden Effekt. Wenn sie 
indessen in gréBeren Mengen (180g) hat verabreicht werden kénnen, 
ist der absolute Effekt dieser Saure sehr stark zutage getreten. Von 
groBem Interesse ist der Vergleich zwischen Arachis6] und den durch 
Verseifung dieses Fettes erhaltenen freien Fettsiuren. Wahrend im 
Versuch 14 180g Arachisél keinerlei Effekt gezeigt haben, werden im 
Versuch 73 am gleichen Hund nicht weniger als 4,18 g Alkohol durch 
180 g der freien Séuren gebunden. 


In einer friiheren Mitteilung (5c) habe ich die verschiedenen 
Faktoren einer Nachpriifung unterzogen, von denen man annehmen 
kénnte, daB sie den hier in Frage stehenden Effekt verursachen. Hierbei 
bin ich zu dem Resultat gekommen, daB die wahrscheinlichste Erklarung 
desselben in einer chemischen Bindung zwischen dem Alkohol und den 
spezifisch wirksamen Bestandteilen zu suchen sei. Die folgenden Unter- 
suchungen haben auch nichts an den Tag gebracht, das hiergegen 
spricht. DaB der Kalorieninhalt der Nahrung fiir die GréBe des spezifi- 
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schen Effektes keine Rolle spielt, wie G. Jungmichel (8) vor kurzem 
zu finden glaubte, geht ohne weiteres daraus hervor, daB 20 g Glykoko! 
einen sehr starken Effekt haben, wahrend nach Verabreichung von 
300 ccm Arachisé] kein solcher festgestellt werden kann. Zwischen 
Effekt und Verbrennungswarme besteht kein Zusammenhang. 


Welche Reaktionen zwischen dem Athylalkohol und den wirksamen 
Bestandteilen sind nun denkbar ? 

Trotz des Launenhaften in den Versuchen mit einfachen Sauren 
glaube ich konstatieren zu miissen, daB solche bisweilen einen Effekt 
herbeifiihren. Zwischen Alkohol und Saure ist kaum mehr als eine 
Reaktion denkbar: Die Esterbildung. Diese Reaktion sollte also als 
eine Parallele zur Fettsynthese in der Darmschleimhaut aufgefaft 
werden kénnen; eine Reaktion tritt nicht nur zwischen Glycerin und 
Fettsiuren ein, sondern auch zwischen Athylalkohol und einer Anzah| 
anderer Sauren. Die Reversibilitaét und Unspezifitat der lipolytischen 
Enzymreaktion ist friiher in verschiedener Weise nachgewiesen. 


AuBer dieser Esterbildung ist in bezug auf die Aminosauren noch 
eine Reaktion denkbar, namlich die Bildung von Alkyl-N-Sauren. Diese 
Reaktion kann als eine Parallele zur EiweiBsynthese (Peptidbildung) 
aufgefaBt werden. 


Eine dritte Méglichkeit, die Bildung von Sauren des Typus 
CH,;.CH:N.R.COOH glaube ich ausschlieBen zu kénnen.  Fiir 
die Entstehung solcher miBte man namlich voraussetzen, dal 
die Aminosiure wahrend der kurzen Resorptionszeit eine explosions- 
artige Oxydation des Alkohols zu Acetaldehyd induziert. Auch wenn 
man annehmen kénnte, daB dies durch eine Dehydrierung geschahe 
und die Oxydation demnach primar sich nicht durch eine erhéhte 
Sauerstoffaufnahme zu erkennen geben brauchte (5c), so spricht doch 
der Umstand entschieden hiergegen, daB eine Bedingung fir die 
Existenz der Athyliden-N-Sauren die Anwesenheit einer hohen Aldehyd- 
konzentration zu sein scheint. Die Bildung ist reversibel und sobald 
die Aldehydkonzentration vermindert wird (in diesem Falle durch die 
Verteilung des Stoffes im Organismus mit dem Blutstrom) tritt ein 
Zerfall in Acetaldehyd und Aminoséure unter Wasseraufnahme ein. 


Versuche zur Isolierung der gebildeten hypothetischen Stoffe haben 
noch keine Ergebnisse gezeitigt. 

Schon im gegenwartigen Stadium der Untersuchungen glaube ich 
indessen feststellen zu kénnen, daB der Alkohol, der zusammen mit 
Nahrung eingenommen wird, eine Umsetzung erfaihrt, die zum Teil! 
auf anderen Wegen erfolgt als bei der Konsumption auf fastenden 


Magen. Der Grad der Berauschung hangt intim mit dem Gehalt an 
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freiem Alkohol im Organismus zusammen. Da die Konsumption auf 
fastenden Magen einen héheren Alkoholgehalt im Blute zur Folge 
hat als bei Einnahme zusammen mit Nahrung, folgt hieraus, 
laB die erstgenannte Konsumptionsweise leichter zu Berauschnngs- 
symptomen fiihrt. Aus diesem Grund hat man bisher den SchluB 
vezogen, daB Alkohol auf fastendem Magen giftiger ist als im Zusammen- 
hang mit Mahlizeiten. Angesichts der hier vorgelegten Resultate scheint 
mir ein solcher Schlu8 nicht beweisend zu sein. Die Berauschungs- 
phéinomene sind von relativ schnell voriibergehender Natur, was auf 
der ziemlich schnellen Verbrennung des Alkohols im Organismus beruht. 
Die Veranderungen sind ausgesprochen reversibel. Uber die Wirkung, 
die die durch die Reaktion des Alkohols mit den Aminosauren ge- 
bildeten Stoffe ausiiben, wissen wir nichts. Man kann diese nicht ohne 
weiteres als weniger schadlich als den freien Alkohol bezeichnen. Da 
wir hinsichtlich Giftwirkung, Bestandigkeit und Natur dieser Stoffe 
noch nichts wissen, kénnen wir einen schadigenden chronischen 
EinfluB nicht ausschlieBen. Hiermit will ich also sagen, daB die Méglich- 
keit besteht, daB der GenuB des Alkohols zusammen mit einer Mahlzeit 
schadlicher sein kann als der GenuB auf fastendem Magen, auch wenn 
die Berauschungssymptome bei der letztgenannten Konsumptions- 
weise sich mehr geltend machen. 

Die Untersuchung ist ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Stiftungen 
»» Therese und Johan Anderssons Minne* und ,,Svenska liikarnas Nykterhets- 
forening™. 

Zusammenfassung. 

1. Wenn Athylalkohol zusammen mit Nahrung eingenommen 
wird, erhalt man einen niedrigeren Alkoholgehalt im Blute als bei Alkohol- 
konsumption auf fastenden Magen. 

2. Die Wirkung der Nahrung kann auf zwei Faktoren verteilt 
werden: a) Eine Verlangsamung der Resorption, wodurch niedrigere 
Maxima in der Alkoholkurve des Blutes entstehen; b) ein spezifischer 
Einflu8 auf den Athylalkohol, wodurch die vom Darmkanal auf- 
genommene Alkoholmenge vermindert wird. 

3. Es wird cine Methode angegeben, mit der die Wirkung dieser 
zwei Faktoren auf graphischem Wege gemessen und getrennt werden 
kann. 

4. Eine systematische Untersuchung des Effektes, der von einer 
Anzahl verschiedener Nahrungsstoffe ausgeiibt wird, zeigt, dai der 
letztere Faktor mit dem EiweiB der Nahrung in Zusammenhang gebracht 
werden muB. Wasser, Fett und Kohlenhydrate sind unwirksam. 

5. Aminoséuren haben einen sehr starken und in jedem Versuch 
regelmaBig auftretenden Effekt, weshalb der Effekt des Nahrungs- 
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eiweiBes den bei der Digestion gebildeten Aminosaéuren zuzuschreibe: 
sein diirfte. 


6. Citronensiure, Apfelsiure, Weinsiure, héhere Fettsiuren sowi 
prim. und sek. Phosphat zeigen gleichfalls einen starken Effekt. Jedoch 
ist die Wirkung dieser Stoffe nicht so regelmaBig wie die der Amino- 
sauren und hat nicht in allen Versuchen reproduziert werden kénnen 


Literatur. 


1) W. Voéltz, A. Baudrexel u. W. Dietrich, Pfliigers Arch. f. Physiol. 145, 
210, 1912. —- 2) E. Widmark, Skand. Arch. f. Physiol. 88, 85, 1915. 
3) E. Mellanby, Medical Research Committee, Special Report, Series No. 31, 
1919. —- 4) H. W. Southgate, Biochem. J. 19, 737, 1925. — 5) BE. Widmark: 
a) Kungl. Fysiografiska Sallskapets Handlingar, N. F. 41, No. 9; b) diese 
Zeitschr. 265, 237, 1933; c) ebenda 267, 135, 1933. — 6) Derselbe, Die theoreti 
schen Grundlagen und die praktische Verwendbarkeit der gerichtlich 
medizinischen A!koholbestimmung. Urban u. Schwarzenberg, 1932. 
7) Derselbe, diese Zeitschr. 267, 128, 1933. —- 8) G. Jungniichel, Deutsch. 
Zeitschr. f. gerichtl. Med. 22, 153, 1983. 
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Uber die Polyose der Hefemembran. I. 
Von 
L. Zechmeister und G. Téth. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn?.) 


(Eingegangen am 14, Mdrz 1934.) 


Wahrend itiber die technisch wichtige Geriistsubstanz héherer 
Pflanzen eine ausgedehnte Literatur besteht, sind die Membranstoffe 
der Moose, Farne, Pilze und Bakterien wenig untersucht worden und 
bieten verlockende Probleme. 

Es erschien uns erwiinscht, zunadchst zur Kenntnis der Hefe- 
membran beizutragen, besonders in Hinblick auf die wiederholt ge- 
machten, sehr interessanten, aber noch nicht erklarten Beobachtungen 
iiber die Entleerung des Enzyminhaltes. 

Es geht aus den Arbeiten von P. Willstdtter und fF. Racke*, R. Will- 
stdtter und W.Grassmann*, ferner von W.Grassmann und T’. Peters * mit 
Sicherheit hervor, daB sowohl Proteinasen (der Papaingruppe) als auch 
gewisse Amylasen befahigt sind, das in der Hefezelle verankerte Invertin 
freizulegen, und zwar jede Enzymart fiir sich allein. 

Dies fiihrt zu der hypothetischen Vorstellung, daB ein aus Kohlen- 
hydrat und Eiwei}§ bestehender Membranstoff vorliegen kénnte, namlich 
ein ,,Associat’* von solcher Beschaffenheit, daB der Abbau einer beliebig 
gewahlten Komponente den Riickstand passierbar fiir die Saccharase 
macht oder sonst irgendwie die Entleerung erméglicht. Es lage daher 
nahe, ein besonders mildes Verfahren zur Isolierung der Membran zu 
wahlen, woméglich eine enzymatische Methode, von der ein etwaiges 
, Associat’’ der erwahnten Art nicht angegtiffen wird. Wir befolgten 
indessen zunachst den entgegengesetzten Weg und raumten den Nicht- 
polyoseanteil der PreBhefe radikal weg, um Klarheit iiber das Poly- 
saccharid der Zellwand zu schaffen. 

Soweit uns bekannt, liegt auf diesem Gebiet ledighich eine 40 Jahre 
alte Arbeit von E. Salkowski® vor und auch in der Jiingst erschienenen 
Zusammenfassung von F. Zetsche® werden keine neueren Literaturstellen 


zitiert. 
Salkowski 1aBt kochende, verdiinnte Lauge einwirken und bezeichnet 
den ungelésten Riickstand als ,,Hefecellulose’*. Es ist dies ein gelbliches 


1 Vorgelegt der Ungar. Akademie der Wissenschaften (III. Kl.) am 


19. Marz 1934. — * Liebigs Ann. 427, 111, 1921. — * Diese Zeitschr. 2038, 
308, 1928; R. Willstdtter, Untersuchungen iiber Enzyme 1, 850, Berlin, 
Springer, 1928. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 135, 1932. * Ber. 
27, 3325, 1894. — ® G. Klein’s, Handb. d. Pflanzenanalyse 3, 264, Wien, 


Springer, 1932. 
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Pulver, das, mikroskopisch betrachtet, aus stark geschrumpften Zell 
membranen besteht und nur mehr 0,4 bis 0,45°, Stickstoff nebst 2,5 ° 
Asche enthalt. Der genannte Forschor halt dieses Praparat fiir uneinheitlich, 
da bei 20stiindigem Erhitzen mit Wasser unter 2 bis 2,5 Atm. Druck etwa 
die Halfte davon in Lésung geht, und dann abweichende Eigenschaften 
zeigt. Diese, wie manche andere Beobachtungen der erwahnten Arbeit, 
miissen aber teils auf das kolloidchemische Gebiet verwiesen werden, zum 
Teil werden sie von Abbauvorgangen verursacht. Salkowski selbst gibt 
an, daB im Verlauf des im Digestor ausgefiihrten Versuchs sich auch schon 
Zucker gebildet hat. Andererseits glauben wir nicht, daB das Verfahren 
von Salkowski die quantitative Beseitigung von leichthydrolysierbaren 
Polysacchariden bei der Darstellung des Membranstoffes gewahrleistet. 

Wir behandeln die PreBhefe mit hei8em, verdiinntem Alkali, dann 
aber auch mit kochender 3° ,iger Salzsiure und erst zum Schlu8 mit 
Alkohol sowie Ather und gewinnen so 15g Polysaccharid aus 1 kg 
kauflichem Rohmaterial, fast genau die Hilfte des von Salkowski 
verzeichneten Betrages. Das weiBe, feine Pulver enthalt weniger als 
0,5°%, Asche und héchstens 0,4°%, Stickstoff. Die Anwesenheit von 
Chitin ist also ausgeschlossen, ebensowenig liegt Starke oder Hemi- 
cellulose vor, mit Riicksicht auf die Unléslichkeit in kochendem Wasser 
und auf das Versagen der Jodreaktion. Auch die Furfurolprobe verlauft 
negativ, so daB das Material nur (hochmolekulare) Hexosane enthalten 
kann. 

Es war wichtig, das Verhdltnis von Hefepolyose und Cellulose zu 
klaren; wir stieBen dabei auf einige zusammenfallende Ziige, aber auch 
auf so grobe Abweichungen, daB eine Identitat mit Cellulose oder mit 
einer dhnlichen Substanz nicht mehr in Frage kommt. 

Sehr ahnlich ist das Verhalten gegen Salzsiure!. Das Polysaccharid 
der Hefemembran wird von der kauflichen konz. Séure kaum an- 
gegriffen, dagegen reichlich und rasch gelést, wenn man den Chlor- 
wasserstoffgehalt auf 40 bis 42°, steigert. Das Drehvermégen der 
frischen Lésung ist auch in diesem Falle unmeBbar klein, es steigt aber 
bei Raumtemperatur, infolge der fortschreitenden Hydrolyse, bis zu 
einem positiven Endwert an. Eine negative Anfangsdrehung, wie solche 
an tierischem und pflanzlichem Chitin beobachtet wird?, zeigt sich 
hier nicht. Die Totaihydrolyse, die man am besten durch Verdiinnen 
der einige Zeit gestandenen, konz. salzsauren Lésung und darauf- 
folgendes kurzes Kochen zu Ende fiihrt, ergibt d-Glucose. Die polari- 
metrisch, jodometrisch und nach Bertrand ermittelten Ausbeuten liegen 
libereinstimmend zwischen 92 und 95°). Auch ist das Endprodukt 
der Hydrolyse vollkommen vergirbar. Da auf die Methode von R. Will- 
stdtter und G. Schudel? nur ein Aldehydzucker anspricht, ist aus der 

1 R. Willstdtter u. L. Zechmeister, Ber. 46, 2401, 1913. — 2 J. C. Irvine, 
J. chem. Soc. 95, 464, 1909; vgl. auch L. Zechmeister u. G. Toth, Ber. 65, 
161, 1932. — ® Ber. 51, 780, 1918. 
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Ubereinstimmung von Jod- und Kupferzahlen des Endhydrolysates auf 
das Fehlen von Ketonzuckern zu schlieBen. 

Die Bausteine der Hefepolyose sind also T'raubenzuckerreste, die 
aber, wie jetzt gezeigt werden soll, ganz anders verkniipft sein miissen 
als in der Cellulosekette. 

Die tiefgreifende Verschiedenheit von Cellulose gibt sich am 
Eindruckvollsten durch die folgenden Befunde kund: 1. Mit Chlor- 
zinkjod entsteht keine Farbung. 2. Die Hefepolyose ist, auch wenn sie 
vorher umgefallt wurde, unléslich in Kupferoxydammoniak ; wahrschein- 
lich hat hier gerade ein solches Hydroxyl des Zuckers bei der Ver- 
kettung Wasser abgespalten, welches im Cellulosemolekiil freiliegt 
und bei der Anlagerung der Kupferverbindung in Mitleidenschaft 
gezogen wird!. 3. Die Hefepolyose laBt sich aus der frischen, konz. 
salzsauren Lésung mit Wasser, Alkohol oder sogar mit Bicarbonat nicht 
sofort niederschlagen, sondern héchstens nach langerem Stehen und 
auch dann sehr unvollstandig, was auf relativ kiirzere Ketten hinzu- 
deuten scheint. 4. liefert die Acetolyse keine Spur von Cellobiose- 
octaacetat. 

DaB dieses negative Ergebnis nicht auf die lésende Wirkung von 
(acetylierten) Begleitstoffen zuriickzufiihren ist, die immerhin reichlicher 
zugegen sind, als in dem Acetolysat von reiner Watte, folgt daraus, da 
wir die Octaacetatkristalle jedesmal beobachteten, wenn ein Gemisch von 
Hefepolyose und Pflanzencellulose (oder Cellobiose) der Reaktion unter- 
worfen wurde. 

Auf Grund dieser Befunde ist die Salkowskische Bezeichnung 
.,Hefecellulose** abzulehnen, ebenso auch die fiir den aufgeschlossenen 
bzw. ungelést gebliebenen Teil gebrauchten Ausdriicke ,,Erythro-‘ 
und ,,Achro-cellulose*. Das letztere Praparat lieferte iibrigens ,,beim 
Behandeln mit Séuren zwar vorwiegend Glucose, aber auch nicht 
unerheblich Mannose’. Wir trafen Mannose bei unserer Arbeitsweise 
im Endhydrolysat nie an. 

Versuche zur Isolierung eines wohlkristallisierten Disaccharid- 
peracetats fiihrten bisher zu keinem Erfolg, sie laufen aber noch weiter. 
Vielleicht wird es auch hier, wie bei dem Chitinabbau?, vorteilhaft sein, 
das partielle Hydrolysat sorgfaltig zu fraktionieren, bevor die Ver- 
esterung vorgenommen wird. 

Unterbricht man den mit iiberkonzentrierter Salzséure eingeleiteten 
Abbau der Hefepolyose, wenn zwei Drittel der fiir die Endhydrolyse 
berechneten Reduktionskraft erreicht sind, so liegen auch zusammen- 


’ Auch methylierte Cellulose hat die Fahigkeit zur Bildung einer 
Kupferoxydammoniakverbindung eingebiiBt. Vgl. W.N. Haworth, Die 
Konstitution der Kohlenhydrate, 8S. 81. Dresden-Leipzig, Steinkopff, 1932. 
— * Ber. 64, 2028, 1931; 65, 161, 1932. 











312 L. Zechmeister u. G. Té6th: 


gesetzte Zucker in der Lésung vor. In der Tat konnten wir das wohl. 
kristallisierte Osazon eines Disaccharids fassen, welches in heiBem Wasser 
léslich ist, beim Abkihlen gelbe, aus SpieBen bestehenden Stern: 
bildet und bei 198° (korr.) schmilzt, also um 26° héher als das Osazon 
der Gentiobiose!. Dieser Zucker ist also mit dem zweitletzten Baustein 
der Hefemembran wohl nicht identisch. Bestimmt liegt keine Cello- 
biose oder Maltose vor. 

Um der Frage der Konstitution naher zu treten, haben wir die 
acetylierte Polyose nach W. N. Haworth, E. L. Hirst und H. A. Thomas? 
mit Dimethylsulfat und Alkali behandelt und dann mit methylalkoholi- 
schem Chlorwasserstoff abgebaut. Das erhaltene Trimethyl-methy]- 
d-glucosid ist élig, nachdem es aber im Hochvakuum iiberdestilliert 
und mit 9°,iger wasseriger Salzsiure behandelt wurde, lieferte es eine 
Trimethyl-d-glucose, die mehrere Millimeter lange, farblose Nadeln 
bildet. Schmelzpunkt 123° (korr., im Berl-Block, scharf); spezifische 
Drehung in Methanol + 110°; nach Zusatz von 1 Tropfen konz. Salz- 
siure: Mutarotation bis zu [x]}) = + 74° (in 2 Wochen). Unsere 
Trimethylglucose bildet kein Osazon, die Stelle 2 wird daher besetzt 
sein. Sieht man von der Méglichkeit einer anomal gelagerten Sauerstoff- 
briicke ab, so kénnen die CH,0-Gruppen die Stellung 2, 3,4- oder 
2,3, 6- oder schlieBlich 2,4,6 einnehmen, die Homogenitaét der 
glucosidischen Bindungen in dem Polysaccharid vorausgesetzt. 

Das aus der Hefepolyose erhaltene Abbauprodukt kann aber 
keine 2, 3, 6-Trimethyl-d-glucose sein, da die letztere nach G. Zemplén 
und @. Braun® 27 °,, der dem Traubenzucker zukommenden Reduktions- 
kraft zeigt, wahrend die von uns gefundene Zahl nur 12%, betragt. 
AuBerdem fiihrt diese Kombination, wie bei der Cellulose bzw. Starke, 
zu einer 1, 4-Verkniipfung von benachbarten Bausteinen, was auf 
Grund der oben mitgeteilten Befunde nicht der Fall sein kann‘. 

Beziiglich des 2, 3,4-Isomeren mu8 vermerkt werden, daf dassel be 
nach W. N. Haworth und W.G. Sedgwick® ein O1 ist, aber ein kristallisiertes 
Methylglucosid liefert; bei unserem Praéparat verhalt sich die Sache um- 
gekehrt. 

Hingegen schien uns die Identitaét mit einer Verbindung nahe- 
liegend, die von den letztgenannten Forschern aus Traubenzucker 
bereitet und (mit Vorbehalt) als 2, 4, 6-Trimethyl-d-glucose angesprochen 
wurde. Die spez. Drehungen sowie die Erscheinungen der Mutarotation 
sind iibereinstimmend und ferner geben die beiden Praparate, nach 
der freundlichen Mitteilung von Herrn Prof. Haworth (Birmingham), 


1G. Zemplén, Ber. 48, 233, 1915; B. Helferich, K. Bauerlein u. F. Wie- 
gand, Liebigs Ann. 447, 27, 1926. — 2 J.chem. soc. 1931, 8.821. — 
3 Ber. 58, 2566, 1925. — * Vgl. auch J.C. Irvine u. E. L. Hirst, J. chem. 
soc. 121, 1213, 1922. — ® J. chem. soc. 1926, S. 2573; vgl. 1923, 8. 1921. 
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keine Schmelzpunktsdepression ; sie sind auch von dem 3, 4, 6-Isomeren 
verschieden. Die gegenwartig bekannten Tatsachen sprechen also dafiir, 
daB die untersuchte Polyose im Wege einer durchgreifenden 1, 3-Ver- 

—_——____ kettung von d-Glucoseresten in 


ae — der Hefemembran aufgebaut 
wird (siehe nebenst. Schema). 


0 BH—C—OH | 0 H—C—OB | O ‘ 
| Die unten mitgeteilten 


meh BD one eed . Versuche werden fortgesetzt. 

oe H—C—OH Zu priifen ist u. a. das enzym- 
| | | chemische Verhalten — des 

i dace ae H—C F Hexosans und seiner parti- 
CH,OH CH,OH ellen Abbauprodukte. 


Experimenteller Teil. 


I. Isolierung und Beschreibung der Hefepolyose. 


Lkg kautliche PreBhefe wurde zweimal je 2 Stunden mit 6 Liter 3°, iger 
Natronlauge gekocht, wobei die Hauptmenge in Lésung ging und durch 
Dekantieren sich entfernen lieB. Nun haben wir den ungelésten, fast farb- 
losen Anteil in 5 Liter kaltem Wasser aufgeschwemmt und das letztere mit 
5° iger Salzsiure ersetzt. Nach zweistiindigem Kochen wird die saure 
Fliissigkeit méglichst abgegossen, worauf man den Brei abnutscht, nach- 
einander mit Wasser, Alkohol und Ather wascht und an der Luft trocknet. 
Das zu einem recht feinen Pulver zerfallene Material lie®B sich durch Alkohol- 
und Atherextraktionen noch etwas weiter reinigen und war farblos. Nur 
wenn im Verlauf der Darstellung die Kolben stellenweise tiberhitzt wurden, 
nimmt das Endprodukt einen hellgrauen Tonan. Ausbeute 15g. Meist hat 
man fiinf Chargen gleichzeitig verarbeitet und 70 bis 80 g Polyose gewonnen. 

Feink6érniges, amorphes Pulver, das in der Regel 0,3 bis 0,4°, Stickstoff 
enthalt. Da®B aber das eigentliche Polysaccharid N-frei ist, geht daraus 
hervor, da man den Stickstoff, wenn auch auf sehr umstindlichem Wege, 
vollends ausschalten kann. Der Aschegehalt betragt bei guten Praiparaten 
0,4°, die Feuchtigkeit der lufttrockenen Substanz rund 5°,. Die Zu- 
sammensetzung steht derjenigen der Cellulose nahe: 

4,140 mg Substanz (aschefrei, bei 120°, im Vakuum_ getrocknet): 
6,658 mg CQO,, 2,391 mg H,O. 

(CoH yO;),- Ber.: C 44,42, H 6,22. Gef.: C 43,86, H 6,46. 

Ahnliche Werte hat schon E. Salkowski erhalten. 

Die Hefepolyose ist in Wasser, auch wenn andauernd gekocht wird, 
unléslich, ebenso in verdiinnten Séuren und Alkalien. Wird sie mit tiber- 
konzentrierter Salzsiure aufgenommen, so bleibt meist ein kleiner, dunkler 
Rest (2 bis 3°.) zuriick. Verdiinnt man unverziiglich mit Eiswasser, setzt 
Alkohol und so viel Ather zu, daB das Material gerade noch in einer Phase 
bleibt, dann fallt etwa die Halfte der Polyose wieder aus. 

Jodjodkalium oder Chlorzinkjod geben keine Farbung. 


IT. Hydrolyse zu d-Glucose. 


Die Drehung der konz. salzsauren Lésung liegt. frisch bereitet, jedenfalls 
20 


unterhalb [a}7?) = + 0,5°; nach '/, Stunde beobachtet man bereits betracht- 
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liche Drehungswinkel, die dann weiter ansteigen. In dem folgenden Versuc 
wurden Proben der Lésung in verschiedenen Stadien des Abbaues ent 
nommen, jJeweils mit Eiswasser genau fiinffach verdiinnt und polarimetrisc 


gemessen (¢ 2,676 0,2 Polyose; l 4 dm): 
Minuten: 10 45 90 255 
ap: 1. (9 + 0,40° + 0,959 + 1,20° 


Ausbeute an Glucose. 


I. Polarimetrisch. a) 0,2724 g Substanz (nach Abzug der Asche) wurde: 
in 9cem bei 0° gesaittigter Salzséure gelést. Nach 15 Stunden verdiinnte: 
wir mit Eiswasser auf 40 ccm, erwarmten '/, Stunde auf dem Wasserbad, 
filtrierten von geringen Verunreinigungen ab und polarisierten die aut 
50,0 cem gebrachte Lésung. Im 4-dm-Rohr war «,) = + 1,20°; da in de: 


7°,igen Salzsiéure die spezifische Drehung der Glucose mit + 55° ein. 
zusetzen. ist, wurden 0,2727 g Traubenzucker gefunden, statt ber. 0,3025 g. 

b) Ein Parallelversuch mit 0,1836 g Substanz ergab Ip = + 0,83°, ent 
sprechend 0,1886 g Glucose; ber. 0,2040 g. 

2. Ausbeute auf Grund der Kupfer- und Jodzahl. 10cem des unter 
la) erwéhnten Filtrats verbrauchten 16,19cem n/10 Permanganat, ent- 
sprechend 0,2717 g Traubenzucker in der Gesamtlésung. Weitere 10 cem 
wurden mit 2n Natronlauge genau neutralisiert! und dann nach R. Will- 
stdtter und G. Schudel (l.c.) titriert. Verbrauch: 31,25cem 0,02n Jod. 
Gef. fiir die Gesamtlésung: 0,2813 g Glucose. 

10cem des Filtrats 1b) verbrauchten 11,27 cem n/10 Permanganat 
bzw. 21,05 cem 0,02 n Jod; gef. fiir die ganze Lésung: 0,1840 bzw. 0,1895 g 
Traubenzucker. 

Ergebnis: polarimetrisch: 90,1, 92,4°,, nach Bertrand: 89,8, 90,2°.. 
jodometrisch: 93,0, 92,9°. Zieht man den ungelést gebliebenen Riickstand, 
dessen Menge zu 2,8°,, bestimmt wurde, von der jeweiligen Substanzmenge 
ab, so verbessern sich die Ausbeuten auf: 92,6, 94,9, 92,3, 92,7, 95,5 bzw. 
95,4°,, der theoretischen Werte, im Mittel 93,9°,. 

3. Schdtzung der Zuckerausbeute auf Grund der Glucosazonmenge. 

Das Endhydrolysat aus 0,146 g Polyose lieferte 0,190 g reines d-Gluco- 
sazon (Schmelzpunkt 208°, korr.). Aus der theoretisch méglichen Trauben- 
_zuckermenge (0,162 g) haben wir unter ahnlichen Bedingungen 0,180 ¢ 
Osazon erhalten. Man sieht, daB die Zahlen einander nahestehen. 


III. Isolierung eines Disaccharid-osazons. 


40 g Polyose (5°, Feuchtigkeit enthaltend) wurden in 320 ccm bei 
0° gesaittigter Salzsiure eingetragen und die verschlossene Flasche in einem 
Bad von 20° aufbewahrt. Innerhalb 10 Minuten war fast alles gelést. Nach 
105 Minuten (von der Beriihrung mit der Séure gerechnet) haben wir dice 
mit Eis verdiinnte Fliissigkeit mit Silbercarbonat neutralisiert und das 
Filtrat (samt Waschwasser) im Vakuum auf 50 ccm eingedampft. 

Ein Achtel der Lésung (entsprechend 5g Pclyose) wurde mit 72 
Phenylhydrazinchlorhydrat + 11 g Natriumacetat in Reaktion gebracht 
In der Hitze kam viel Glucosazon heraus, das rasch abfiltriert wurde. Bein 
Erkalten erhielten wir nur eine Mischfraktion (0,05 g), als aber deren 
Mutterlauge erneut mit Phenylhydrazin behandelt und weitere 1'/, Stunden 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 267, und zwar 275, 1933. 
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rhitzt wurde, erschien bei erhéhter Temperatur nur sehr wenig Glucosazon, 

wahrend das erkaltete Filtrat reichliche Mengen eines neuen Osazons 

ibschied. Zur Priifung der Einheitlichkeit filtrierten wir wiederholt ab 

und erhielten nacheinander die folgenden Praparate?!: 

Fraktion I: 0,14 g, Schmelzpunkt 192° (korr., wird bei 180° wéicher; 
Temperatursteigerung 20° pro Minute). 

Fraktion II: 0,03 g, Schmelzpunkt 198°; ist 10° héher zersetzt. 

Fraktion III: 0,10 g, Schmelzpunkt 198°; ist 10° héher zersetzt. 


Die erste und die letzte Fraktion, deren Schmelzpunkte beim Um- 
kristallisieren sich nicht mehr andern, lieferten die folgenden Zahlen: 

3,532 mg Substanz (Fraktion I): 0,322 cem N (20°, 757 korr. 75 
3.647 mg Substanz (Fraktion III): 0,338 cem N (22°, 757 korr. 75 

CogHygO9N,. Ber.: N 10,77. Gef.: N 10,55, 10,65. 

Das Disaccharid-osazon bildet meist gerade SpieBe, die zu Sternen 
gruppiert sind. Die gelben Kristalle sind in heiBem Wasser leicht léslich 
und lassen sich auf diesem Wege vorteilhaft umlésen. Auch Alkohol lést 
gut, Essigester nur diirftig. 


5mm). 
5mm). 


[a]? = — (100. 0,74°): (4. 0,2458) = — 75,3° (in abs. Alkohol). 
[a}7) = — (100 .0,70°): 4. 0,2692) 65,0° (in Pyridin + Alkohol 
4: 6). 


Der letztere Anfangswert mutarotierte nach unten und _ erreichte 
schlieBlich die spez. Drehung: [«]7) = — (100 . 0,55°): (4. 0,2692) = — 51,1° 
(in Pyridin + Alkohol 4: 6). 


IV. Abbau der Hefepolyose zu einer Trimethylglucose. 


Acetylierung und Methylierung. 20g Polyose wurden in 75 cem Eis- 
essig und ebensoviel Acetanhydrid, unter Zusatz von 2 cem konz. Schwefel- 
siure, 6 Stunden bei 30° digeriert. Etwa ein Drittel des Materials ging 
infolge seiner gréberen Beschaffenheit nicht in Lésung, kann aber mit 
einem frischen Gemisch weiter bearbeitet werden. Wir gossen davon ab 
und tropften die Fliissigkeit in viel Eiswasser ein. Die entstandene Fallung 
wurde auf der Nutsche saéurefrei gewaschen, in Aceton gelést (350 cem) 
und nach W. N. Haworth, E. L. Hirst und H. A. Thomas (\. ¢.) methyliert. 
Wir fiihrten aus zwei Tropftrichtern, unter Turbinieren, portionsweise 
Dimethylsulfat bzw. 30°,iges Natron bei 55° ein, saugten nach beendeter 
Reaktion den Niederschlag ab, der, mehrfach ausgewaschen und im Vakuum 
iiber P,O; getrocknet, 7,5 g wog. Hellgelbes, amorphes Pulver; gef. 42,5°, 
Methoxyl. 

Hydrolyse. 2g Rohprodukt wurden in 30cem 15° iger abs. methyl- 
alkoholischer Salzséure 24 Stunden am Riickflu8 gekocht, dann mit Silber- 
carbonat neutralisiert und das Filtrat inkl. Waschfliissigkeit im Vakuum 
vollends eingedampft. Wir kochten den zurtickgebliebenen dunklen Sirup 
mit Ather aus, unter Zusatz von etwas Tierkohle, und verdampften das 
Filtrat im Vakuum. Es blieb ein dickes, wasserklares Ol zuriick, das wir 
unter 1.5mm Druck iiberdestillierten; schlieBlich wurde noch eine Rektifi- 


1 Die Endmutterlauge lieferte, nachdem wir erneut | Stunde kochten, 
0,13 g eines unreinen Praparats (Schmelzpunkt 170°), das moéglicherweise 
das Osazon einer héheren Zuckerart enthalt. 
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zierung im Hochvakuum vorgenommen. Ausbeute: 1,6 g (aus 2g roh 
Trimethylpclyose). 

Das erhaltene Meth ylglucosid einer Trimethylglucose bildet ein viskos 
farb- und geruchloses Ol, das bis zum letzten Tropfen zwischen 115 his 
116,5° bei 0,3 mm Druck tiberging. Es erstarrt bei tiefen Temperaturen, 
taut aber wieder auf und war bis jetzt nicht kristallisiert zu erhalten. Es 
reduziert Fehlingsche Lésung nicht, wohl aber, wenn vorher mit heife: 
Salzsiure hydrolysiert wird. 

0,0762 g Substanz: 0.2950 g AgJ (nach Zeisel). 

CiypH yO. Ber.: OCH, 52,5; gef.: OCH, 51,1. 


[a]? = + (100 . 2,90°): (4. 0,6233) = + 116,3° (in Methylalkohol). 
Ein davon unabhangig bereitetes Priparat drehte: [«]7) = + 109". 


Trimeth ylglucose. 0,5 g Trimethyl-methylglucosid wurden in 25 ccm 
9°. iger Salzsiure gelést und so lange (2 bis 3 Stunden) am RiickfluB gekocht, 
bis das Drehvermégen nicht weiter zuriickging. Nach dem Abstumpten 
mit Silbercarbonat haben wir das Filtrat im Vakuum eingedampft und 
den Riickstand fast vollstandig mit heiBem Ather aufgenommen. Der 
letztere hinterlieB einen farblosen Sirup, der bei Raumtemperatur in wenigen 
Stunden kristallisierte. Ausbeute: 0,08 g (aus Ather noch einmal um 
kristallisiert). 

Mehrere mm lange, schneeweiBe Nadeln, die im Olbad scharf bei 123° 
schmelzen (korr.). Kupferzahl 0,22 (etwa 12°, des fiir d-Glucose geltenden 
Wertes). 

4,538 mg Substanz: 8,180 mg CO,, 3,400 mg H,O. 4,432 mg Substanz: 
13,910 mg AgJ (nach Zeisel). : 

C,H,O,(OCH,),. Ber.: C 48,60, H 8,16, OCH, 41,9. 
Gef.: C 49,16, H 8,38, OCH, 41,5. 
[x}j) = + (100 . 0,89°): (4. 0,203) = + 110° (in Methanol). 

Die spez. Drehung blieb waihrend 4 Stunden unverandert, auf;Zusatz 
von | Tropfen rauchender Salzséure setzte aber sofort die Mutarotation 
ein und erreichte langsam den folgenden Endbetrag: 

[x]}j) = + (100. 0,60°) : (4. 0,203) = + 74°, 


Einen Umschlag in das negative Gebiet konnten wir innerhalb 2 Wochen 
nicht beobachten, wahrend diese Erscheinung nach J.C. Irvine und E. L. 


9 


Hirst’ von 2,3, 6-Trimethyl-d-glucose gezeigt wird. 


1 J.chem. soc. 121, 1213, 1922. 
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(ber die Beziehungen zwischen den Stoffwechselvorgingen der 
Mikroorganismen und dem Oxydoreduktionspotential im Medium. 
I. Mitteilung: 

Versuche mit denitrifizierenden Bakterien. 

Von 
B. Elema, A. J. Kluyver und J. W. van Dalfsen. 


(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Technischen Hochschule 
Delft, Holland.) 


n 


(Eingegangen am 19. Marz 1934.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


§$ 1. Einfiihrung. 

Seitdem Potter! im Jahre 1911 nachwies, daBb bei Impfung einer 
Kulturfliissigkeit mit Hefe oder Bakterien das Potential einer Edel- 
metallelektrode gegeniiber dieser Fliissigkeit betrachtlichen Anderungen 
unterlag, sind zahlreiche Bestimmungen des Redoxpotentials in 
mikrobenhaltigen Medien gemacht worden. 


Bei der Mehrzahl dieser Untersuchungen hat man sich darauf beschrankt, 
festzustellen, wie das Redoxpotential sich wahrend der Mikrobenentwicklung 
verhielt. Auf die diesbeziigliche ausgedehnte Literatur werden wir hier 
nicht eingehen®. Nur werden hier die wenigen Arbeiten kurz erwaéhnt 
werden, worin der Zusammenhang zwischen Redoxpotential im Medium 
und den Stoffwechselvorgingen der betreffenden Zellen einer néaheren 
Betrachtung unterworfen wird.  Selbstverstandlich scheiden hierdurch 
alle Beobachtungen iiber das in den mehr iiblichen Nahrmedien auftretende 
Redoxpotential aus, weil diese Medien immer eine unbekannte chemische 
Zusammensetzung haben und die darin vor sich gehenden Stoffwechsel- 
vorgange sich folglich nicht prazisieren lassen. Es bleiben dann nur einige 
Arbeiten iibrig, welche dieser letzten Bedingung wenigstens annahernd 
genugen. 

Es leuchtet ein, daB in diesem Zusammenhang die zahlreichen von 
Wieland, Thunberg, Warburg, Dixon, Quastel, Wurmser, Aubel, Genevois 
gemachten Beobachtungen tiber die von lebendigen Zellen und von daraus 
bereiteten Enzympraparaten bewirkten Reduktionen von reversiblen 
Farbstoffsystemen nicht ganz ohne Bedeutung sind. Immerhin kann man 
diesen Beobachtungen nur entnehmen, daS das Reduktionsniveau, welches 
aus den betreffenden Stoffwechselvorgangen resu!tiert, niedriger ist als 


dasjenige des angewandten Farbstoffsystems. Nur einer dieser Fille. 
1 M.C. Potter, Proc. Roy. Soc. Ser. B, 84, 260, 1911. — ? Man vgl. 


hierfiir: R. Wurmser, Oxydations et réductions Paris 1930; L. Ff. Hewitt, 
Oxidation-reduction Potentials in Bacteriology and Biochemistry, London 
1931; B. Elema, De bepaling van de oxydatie-reductiepotentiaal in bac- 
teriencultures ete., Delft 1932. 
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welcher von Quastel und Whetham' eingehender untersucht worden is’, 


beansprucht unsere besondere Aufmerksamkeit. Die genannten Unt¢ 

sucher konnten nachweisen, daB ,.resting cells‘‘ von B. coli oder von P 
pyocyanea unter anaeroben Bedingungen in einer Lésung, welche neben 
Natriumsuccinat auch Methylenblau enthalt, eine Reduktion dieses Far) 
stoffs unter gleichzeitiger Bildung von Natriumfumarat bewirken, dai) 
jedoch diese Reduktion niemals vollstandig wird. Dies fiihrte zu der wichtigen 
Feststellung, daB die genannten Zellen andererseits aus Leukomethylenblay 
und Natriumfumarat merkbare Quantitéten Methylenblau und Succinat 
bildeten, und zwar wurde in beiden Fallen dasselbe Gleichgewicht zwischen 
den vier Komponenten erreicht. 


Hier gibt es also einen deutlich nachweisbaren Stoffwechselvorgany. 
welcher offenbar verantwortlich ist fiir das Auftreten eines ganz bestimmten 
Redoxpotentials in dem die Zellen umgebenden Medium. Die Unter 
suchungen von Thunberg*, Lehmann*®, Borsook und Schott* haben dann 
spiter gezeigt, dab diese Sachlage auch bei Verwendung von Muske! 
praparaten anstatt von ,,resting bacteria‘‘ gefunden wird, wobei eine genaue 
Messung der auftretenden Redoxpotentiale durchgefiihrt werden konnte 
In den letzten Jahren haben Wurmser und Mayer® und Szent-Gyérgyi® ein 
analoges Verhiltnis auch fiir das System Milchséure—Brenztraubensaure 
nachgewiesen. 

In einer kurzen Arbeit ist dann von Boyland’ gezeigt worden, daB der 
Vorgang der alkoholischen Gaérung von Glucose unter dem EinfluB eines 
durch Auswaschen inaktivierten Acetondauerpraparates von HefepreBsaft 
ausgelést wird durch Zufiigung bestimmter Oxydoreduktionsindikatoren, 
und zwar nur von solchen, fiir die das E, in einem bestimmten, eng begrenzten 
Gebiet gelegen ist®. 

Von Kusnetzow® ist ein bemerkenswerter Versuch gemacht worden, 
einen Zusammenhang nachzuweisen zwischen dem E, bzw. dem rHy des 
Mediums und der Richtung, worin die Umlagerungen eines gegebenen 
Substrats vor sich gehen. Ausgangspunkt seiner Untersuchung waren die 
zahlreichen Beobachtungen, aus denen hervorgeht, da bestimmte Pilze 
ihre Kohlenhydratsubstrate je nach den Kulturbedingungen in sehr ver. 
schiedene Produkte, wie Citronensaéure, Oxalsiure und Kohlensaure, um- 
lagern. Kusnetzow bestimmte nun das Redoxpotential, welches sich im 
Medium unter der Myceldecke in Kulturen von Aspergillus niger untet 
verschiedenen Bedingungen manifestierte und kam dabei zu der Schluli 
folgerung, daB die Citronénsdéure nur dann unter den Oxydationsprodukten 
der Glucose auftrat, wenn das rH, einen niedrigeren Wert als 15,5 aufwies 
Wenn jedoch durch besondere MaBnahmen das rH, sehr niedrig wurde. 
unterblieb die Citronenséurebildung ebenfalls. 


1 J. H. Quastel u. M. D. Whetham, Biochem. J. 18, 519, 1924. 
2 T. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 46, 339, 1925. — * J. Lehmann. 
ebenda 58, 173, 1930. — 4 H. Borsook u. H. F. Schott, J. of biol. Chem. 92. 
535, 1931. — ® R. Wurmser u. N. Mayer, C. r. 194, 888, 1932. — ® A. Szent 
Gyérgyi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 51, 1933. — 7 FE. Boyland. 
Biochem. J. 24, 703, 1930. — §® Nach Fertigstellung des Manuskriptes 
nahmen wir noch Kenntnis von der wichtigen Arbeit F. Lipmanns, dies 
Zeitschr. 268, 205, 1934, welche leider nicht mehr berticksichtigt werden 
konnte. — *® S.J. Kusnetzow, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., 83, 37, 1931. 
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Wenn auch der innere Mechanismus der Citronensdéurebildung aus 
(;lucose noch keineswegs durchsichtig ist, so mu doch andererseits kon- 
statiert werden, da8 hier ein sehr wichtiger Zusammenhang zwischen dem 
Redoxpotential und der Natur der in den Zellen vorgehenden Stoffwechsel- 
prozesse entdeckt worden ist. 

Unabhangig von den oben erwahnten, mehr oder weniger inziden- 
tellen Beobachtungen, stand ein naiheres Studium des Zusammenhanges 
der in Mikrobenkulturen auftretenden Redoxpotentiale und den Stoff- 
wechselvorgingen schon langst auf dem Arbeitsprogramm unseres 
Instituts'. Dies war eine logische Konsequenz des hier gemachten 
Versuchs sdmtliche biochemische Vorgainge auf Ketten katalytischer 
Oxydoreduktionsreaktionen zuriickzufiihren ?. 

Bei der Wahl des zu studierenden Prozesses waren die folgenden 
Uberlegungen maBgebend. Erstens war es angebracht, einen Stoff- 
wechselprozeB aufzufinden, der auch unter vdéllig physiologischen 
Bedingungen in einem ganz einfach zusammengesetzten Medium vor 
sich gehen kann. Zweitens schien es unumganglich, vorlaufig die aeroben 
Stoffwechselprozesse auszuschalten, weil diese unter den tiblichen 
Kulturbedingungen zu einem heterogenen Zustande im Kulturmedium 
fiihren. Das mangelhafte Eindringen des Sauerstoffs in die tieferen 
Fliissigkeitsschichten und die damit zusammenhangende ungleich- 
maBige Verteilung der Zellen in den Kulturen bedingen doch Unter- 
schiede in den Redoxpotentialen auf verschiedener Distanz der Kultur- 
oberflache. 

Unter den anaeroben Stoffwechselvorgangen schien nun die Deni- 
trifikation den genannten Bedingungen ganz speziell zu geniigen. 
Wissen wir doch aus den klassischen Untersuchungen von Gayon und 
Dupetit®, van Iterson*, Beijerinck und Minkman®, daB die denitri- 
fizierenden Bakterien eine véllig harmonische Entwicklung aufweisen 
in Medien, welche neben Nitrat und etwas Bikaliumphosphat nur eine 
einzige einfache organische Verbindung, wie z. B. Athylalkohol, ent- 
halten. Dazu schien es einen ganz besonderen Vorteil zu haben, dab 
der DissimilationsprozeB der denitrifizierenden Bakterien einerseits 
groBe Ubereinstimmung aufweist mit den Garungsvorgangen, anderer- 
seits aber den wahren Atmungsprozessen sehr nahe steht. Wird doch 
auch hier das organische Substrat véllig zu Kohlensiure und Wasser 
dehydriert und ist der Unterschied nur darin gelegen, dab bei der 
Atmung der Sauerstoff und bei der Denitrifikation das Nitrat und die 


1 Vgl. hierzu: A. J. Kluyver u. H. J. L. Donker, Chemie der Zellen und 


Gewebe 13, 189, 1926. — ? A. J. Kluyver, The chemical activities of 
micro-organisms, London 1931. — * 17. Gayon u. G. Dupetit, C. r. 95, 644, 
1882. — 4G. van Iterson jr., Centralbl. f. Bakt. II, 12, 106, 1904. 


5M. W. Beijerinck u. D.C. J. Minkman, ebenda TI, 25, 30, 1910. 
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daraus hervorgehenden Reduktionsstufen hydriert werden. — Dies: 
letzte Sachverhalt springt um so deutlicher ins Auge, weil die denit: 
fizierenden Bakterien unter aeroben Bedingungen die organischen 
Substrate auf vollkommen gleicher Weise mit Hilfe von Sauerstof! 
dehydrieren. 

§ 2. Die angewandte Methodik. 


Auf Grund des vorhergehenden entschlossen wir uns, den Stoff 
wechsel von denitrifizierenden Bakterien in einem Athylalkohol-Nitrat 
medium zu studieren, und gleichzeitig zu untersuchen, inwieweit auch 
in einem derartigen einfachen Medium ein reproduzierbares Potential! 
an Edelmetallelektroden feststellbar sei. Als Bakterienkulturen  be- 
nutzten wir anfanglich Bacterium vulpinum van Iterson:; bei weitem dic 
meisten Versuche wurden jedoch mit Micrococcus denitrificans Beijerinc) 
durchgefiihrt. Fir das Studium des _ besonders hervortretenden 
Dissimilationsprozesses war es erwinscht, die zu jeder Zeit vorhandenen 
Mengen von Nitrat und seinen Reduktionsstufen (vor allem Nitrit) 
und von Athylalkohol zu bestimmen. 


Die Summe des Nitrat- und des Nitritstickstoffs wurde nach dem 
Prinzip der Devardaschen Methode, in der von van Niewwenburg und 
de Groot’ angegebenen Ausfiihrung, bestimmt. Daneben wurde die Menge 
des Nitritstickstoffs mit Hilfe der kolcrimetrischen Methode von Gricss- 
Romijn festgestellt. Das Verschwinden des Nitrats wurde auBerdem noch 
kontrolliert mit Hilfe der qualitativen Reaktion mit Diphenylamin und 
Schwefelséure, nachdem vorher das Nitrit durch Aufkochen mit Harnstoft 
in saurer Lésung beseitigt worden war. Die quantitative Bestimmung des 
Athylalkohols geschah nach der Mikromethode von Widmark®. 

In einzelnen Versuchen wurde auch das entwickelte Stickstoffgas 
volumetrisch bestimmt, wobei dann durch Durchleiten des Gases nach 
Zugabe von Wasserstoff durch das Drehschmidt-Kapillar untersucht wurde, 
ob auch Stickstoffoxydul vorhanden sei. 

Weiter war es unumgiénglich, jederzeit eine Bestimmung der Wasser- 
stoffionenkonzentration vornehmen zu kénnen. Dies geschah immer mit 
Hilfe der Glaselektrode*, und zwar in kleinen Proben der Kulturfliissigkeit, 
weil das hohe py, welches waihrend der Denitrifikationsversuche entsteht, 
einen laingeren Aufenthalt der Glasmembran in der Fliissigkeit nicht zulaBt. 
Die Verwendung der Chinhydronelektrode ist aus demselben Grunde ganz 
ausgeschlossen, wihrend auch die Wasserstoffelektrode in einem stark nitrit- 
haltigen, mit Kohlenséure iibersaéttigten Medium sehr leicht zu fehler- 
haften Bestimmungen des py AnlaB geben kann. 

Bekanntlich gestaltet sich nun die Bestimmung des pa mit der Glas 
elektrode wegen des meist abnorm hohen Widerstandes einer solchen 
Klektrode weniger einfach als mit den bis jetzt mehr tiblichen Elektroden. 
Man mub daher zur Bestimmung des Potentialsprunges an der Glaselektrode 


1 C.J. van Nieuwenburg u. G. P. de Groot, Chem. Weekbl. 24, 202, 1927. 
— *? BE. M. bP. Widmark, diese Zeitsche. 131, 471, 1922. — 3 Vgl. fiir die 
benutzte Ausfiihrungsform: B. Elema, Chem. Weekbl. 28, 219, 1931; 29, 
638, 1932. 
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entweder ein statisches Elektrometer (Quadrant oder Binant) verwenden, 
der zur indirekten Bestimmung mittels einer speziellen Art Elektronenréhre 
ureifen. Wir haben die letztgenannte Methodik, weil sie zu Serienbestim- 
mungen besser geeignet ist, verwendet. 

Diese Apparatur hatte auBerdem noch den in unserem Falle sehr 
hoch zu schaétzenden Vorteil, daB sie gestattet, einen Potentialsprung zu 
messen, Ohne daB eine meBbare Elektrizitétsmenge von der Elektrode 
geliefert wird. Der Héchststrom im Gitterkreis der verwendeten Philips- 
Elektrometerréhre 4060, in dem das zu messende Element geschaltet ist, ist 
namlich nur 10-14% bis 10-14 Amp. 

Bei der Messung des Oxydoreduktionspotentials wird also durch An- 
wendung dieser Methodik eine Polarisation der Edelmetallelektroden, welche 
bei den vorliegenden Oxydoreduktionssystemen sehr kleiner Kapazitat sehr 
leicht eintreten kann, vorgebeugt. Es muf hier betont werden, daf die 
Vernachlassigung dieser Fehlerquelle die Ergebnisse vieler Arbeiten auf 
diesem Gebiet sehr ungiinstig beeinfluBt hat. 

SchhieBlich sei noch bemerkt, daB alle im folgenden wiedergegebenen 
Potentialwerte auf die Normalwasserstoffelektrode bezogen sind. 


§$ 3. Der Potentialverlauf in wachsenden Kulturen von Microccocus denitri- 
ficans in einem Alkohol-Nitratmedium. 


Das in diesem Versuch aus gew6hnlichem Leitungswasser hergestellte 
Kulturmedium enthielt auBer Athylalkohol und Kaliumnitrat nur etwas 
Dikaliumphosphat. Je eine Platinblech- und eine Goldelektrode wurden 
zu den Potentialmessungen verwendet. Die letztgenannte Elektrode wurde 
durch Vergoldung von Platinblech hergestellt. Weil es selbstverstandlich 
ganz unsicher war, ob in einem so einfach zusammengesetzten Medium 
iiberhaupt ein reproduzierbarer Potentialsprung an diesen Elektroden auft- 
treten wiirde, haben wir in diesem ersten Versuch auBerdem nur den Verlaut 
des pu und des Gehalts an Nitrat- und Nitritstickstoff verfolgt. 

Der Gummistopfen, mit welehem das KulturgefaiB verschlossen war, 
enthielt auBer den beiden Elektroden einen verschiebbaren Glasheber, in 
welchen, nach der Sterilisation des Ganzen, steriler K(Cl-Agar aufgesaugt 
wurde. Dieser Heber diente zur Verbindung mit dem Kalomelhalbelement. 
Nachdem der Agar aufgesaugt worden war, wurde dies Kulturgefai8, welches 
mit einem QuecksilbergasverschluB versehen war, in einem Stickstoff- 
gasstrom abgekiihlt. Die Impfung mit einer Reinkultur des Micrococcus 
denitrificans geschah durch einen, ebenfalls im Gummistopfen des Kultur- 
gefaBes angebrachten, Impftrichter, dessen oberes Ende mit einem Watte- 
bausch verschlossen war. 

Der ganze Apparat war in einem Brutzimmer bei 30°C aufgestellt. 
Die experimentellen Daten, welche sich auf diesen Versuch beziehen, sind 
in Tabelle I zusammengefaBt und in Abb. | graphisch wiedergegeben. 

Wir diirfen diesen Angaben entnehmen, daB® sich tatsichlich bald 
nach der Impfung eine erhebliche Anderung in dem Potentialsprung 
an den Edelmetallelektroden manifestiert. Und zwar zeigt sich 
das auftretende Potential fiir den gréBeren Teil der Kurve weitgehend 
unabhangig von der Natur des Edelmetalls, was dafiir spricht, da} mit 
Hilfe dieser Elektroden tatsachlich Oxydationsreduktionspotentiale 
gemessen werden. Dies ist zweifellos bemerkenswert, weil das benutzte 
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Tabelle I. 
Redoxpotential, Aziditaét (angegeben als das Wasserstoft 
potential: aq), Nitrat- und Nitritkonzentration in einem Athy! 
alkohol-Nitratmedium, geimpft mit Micrococcus denitrificans 





Potential an der Stickstoff in 
Zeit in . OURS TH mg pro cem 
S ae Goldelektrode -latinele ode i im) Pee ee eee ie: 
tunden myo le sae" ey le in Volt NO; : NO; | NO; 
0 + O81 + 125 
0,15 + 1089 + ,117 
0,45 — 467 2,46 < 0,001 
1,15 — 062 — 031 
2,15 — ,091 — ,066 
3,45 — 111 — 098 
7,45 — ,095 — 088 
8,00 — ,092 — ,085 < 0,001 
10,30 — ,105 — ,104 
21,15 — ,098 — ,097 
22,30 — 97 2,55 0,06 
23,00 — ,090 — ,092 
27,00 — 075 — 083 
30,45 — ,074 — ,069 
34,30 — 069 — 057 
44,30 — 072 — ,035 
44.45 — ,497 2,27 0,68 
46,15 — ,065 — ,031 
50,15 — 069 — 5028 
57,15 — ,052 — 033 1,74 0,87 
66,45 — 054 — 033 
69,45 — ,509 1,18 1,05 
71,30 — 050 — ,034 
75,00 — ,062 — ,064 
79,30 — ,062 — ,079 
80,15 — 070 — ,079 0,83 0,87 
81,15 — 067 — ,080 
92.45 — ,086 — ,092 
94,15 — ,559 0,59 0,43" 
95,00 — 091 — ,094 
100,00 — ,096 — ,102 
105,30 — 108 — ,112 0,34 0,28 
117,30 — ,lll — ,115 
117,45 — ,559 0,09 
119,00 -- ,110 — 113 
124,30 — ,106 — ,110 
130,15 — ,198 — ,215 
130,45 
141,00 — ,255 — ,259 
142,00 — ,558 — 
148,45 — ,262 — ,267 


* Dieser Wert wurde erst einige Stunden nach der Probeentnahme bestimmt: ist daher 
wohl zu niedrig. Die qualitative Nitratreaktion war, wie auch schon bei der vorangehenden 
Probe, negativ. 


Medium — im Gegensatz zu dem, was fiir die Medien aller vorher- 
gehenden Untersucher auf diesem Gebiete gilt — anfinglich keine 
Redoxsysteme enthalt. 
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Beim Vergleich der mit den beiden Edelmetallelektroden erhaltenen 
Resultate mu man schlieBen, daB die Goldelektrode offenbar weniger 
schnell auf die im Medium vor sich gehenden Anderungen reagiert, bei 
steigendem Potentialverlauf bleibt das Potential an der Goldelektrode 
niedriger, bei sinkendem Verlauf héher als an der Platinelektrode. Bei 
der folgenden Besprechung werden wir uns daher auf das Benehmen der 
Platinelektrode beschranken. 

Fragt man nun nach der Abhangigkeit des Potentialverlaufs von den 
iibrigen Variabeln, dann ergibt sich folgendes. Bald nach der Impfung 
tritt eine erhebliche Senkung 





des Potentials ein. Dieses Po- = 272 TI 

tential bleibt in der Periode 4 

von der 4. bis etwa zur i EUR Acres eae | ieee Sanh) canal 
20. Stunde auf seinem nie- 


o. PAR HH +—____4 


drigen Wert erhalten. Offen-  / 
bar ist diese Periode diejenige 
des intensiven Wachstums 
(,,logarithmie phase‘), und 
die Vermutung liegt auf der 
Hand, daB es die zur Syn- 
these von neuem Zellmaterial 
fiihrenden Prozesse _ sind, 
welche in dieser Periode po- 
tentialbestimmend — wirken. 
































Das Zuriicktreten des Wachs- = 
tums und das Vorherrschen _, ,, : 
der dissimilatorischen Vor- se : 
giinge, welche sich aus dem _,,, ae 
jetzt kraftigeren Nitratver- — 5 
brauch ergibt, hat in der  _p» | Ss 
nachsten Periode von der 20. oF ee Ko nw we 

bis zur 70. Stunde zur Folge, ei iiss 

Abb. 1. 


daB, sei es auch mit einiger a 
Denitrifikation in einem Athylalkohol-Nitrat- 





Verzégerung, ein etwa “ . ; a 
7 one | ee a ‘al medium, geimpft, mit Micrococcus denitrificans. 
802 ulivolt ac 1eres Potential- C © Verlauf des Redoxpotentials, ge- 
niveau erreicht wird. messen an der Platinelektrode. 


p——@® Verlauf des Redoxpotentials, ge- 


Dann setzt allmahlich ‘ 
messen an der Goldelektrode. 


eine Senkung des Potentials e@--——-@ Verlauf des Wasserstoffpotentials. 
ein, wobei zu beachten ist, (In der Abbildung 400 Millivolt zu 
daB dieser Riickgang sich in hoch gezeichnet.) 

rw MaBe cl : ——/[]} Die Summe des Gehalts an Nitrat- 
gieichem Mae auch im und Nitritstickstoff. 
Wasserstoffpotential ab- @ - - -® Der Nitratstickstoffgehalt. 
zeichnet. Die Parallelitat der + + Der Nitritstickstoffgehalt. 


beiden Kurven spricht dafiir, 
daB in dieser Periode die Anderungen des Redoxpotentials nur von den 
Anderungen in die Wasserstoffionenkonzentration bedingt werden. Anderer- 
seits scheint aber auch eine andere Deutung des Potentialverlaufs méglich, 
indem sich auch eine gewisse Parallelitat ergibt zwischen Potentialkurve 
und derjenigen, welche die Konzentration des intermediaér gebildeten 
Nitrits wiedergibt. 

Nach etwa 125 Stunden tritt dann jedoch ein schroffer Potentialfall 
ein, ohne daB das Wasserstoffpotential sich dabei aéndert. Wenn man fragt, 
welcher Umstand hierfiir verantwortlich sein kann, dann ergibt sich, daB 
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dieser Potentialfall koinzidiert mit dem Verschwinden der letzten Quantitiit 
des Nitrits aus dem Medium. Da das Nitrat schon merkbar friiher véllig 
verbraucht worden ist, fallt diese letzte, sehr erhebliche Potentialsenkung 
zusammen mit der Sistierung des normalen Dissimilationsprozesses des 
Microccocus denitrificans. 

Zusammenfassend laBt sich also schlieBen, daB auch in Medien 
welche anfangs keine Redoxsysteme enthalten, sehr bald charak- 
teristische Redoxpotentiale auftreten und daB die in dem Stoffwechse| 
der Bakterienkultur im Laufe der Zeit eintretenden Anderungen sich 
offenbar in Anderungen des Redoxpotentials auBern. Es war nun 
angebracht, der Frage des Zusammenhanges des Redoxpotentials 
mit der Natur der Stoffwechselvorginge naherzutreten. Hierfiir schien 
es vorteilhaft, die Wachstumsphase auszuschlieBen, weil dabei eine 
Prazisierung der Stoffwechselvorginge nicht durchfiihrbar ist. Wir 
entschlossen uns daher in den weiteren Versuchen, Suspensionen vorher 
gebildeter Bakterien zu benutzen. Um eine weitere Vereinfachung 
der Verhaltnisse herbeizufiihren, schien es empfehlenswert, das Nitrat 
des Mediums durch Nitrit zu ersetzen, weil durch das Ausfallen der 
Stufe der Reduktion von Nitrat bis zu Nitrit die Zahl der Dissimilations- 
vorginge beschrankt wurde 


$4. Die Faktoren, welche das Redoxpotential in Zellsuspensionen von 
Micrococcus denitrificans in Alkohol-Nitritmedien bestimmen. 


Die fiir diese Versuche verwendeten Bakterien wurden auf einem 
festen Nahrboden kultiviert. Es schien empfehlenswert, auch hierfiir ein 
relativ einfach zusammengesetztes Medium zu wahlen. Vorversuche lehrten, 
daB Micrococcus denitrificans vorziiglich gedieh auf einem Medium mit 

folgender Zusammensetzung: 


aaa . 90 ‘ . 
Glasheber mit Leitungswasser, 2°, Glycerin, 
AC! - Agar 0,5°, Kaliumnitrat, 0,1°, Bi- 


kaliumphosphat und 2°, Agar. 
Nach 3 Tagen Kultivieren bei 
30° C entwickelte sich auf der- 
<= = artig zusammengesetzten Kul- 

ASS turplatten eine dicke Bakterien- 


K Sasturette  schicht. Die Bakterien wurden 














mit Wasser oder gegebenenfalls 
mit Pufferlésung von der Agar- 
oberflache abgespiilt und _ hier- 
auf abzentrifugiert. Die oben- 
stehende Fliissigkeit wurde dann 
abgegossen und das Bakterien- 
zentrifugat abermals in Wasser 
oder in Pufferlésung suspen- 
diert. Eine Kulturplatte von 

12cm  Durchmesser _ lieferte 
Apparatur zur Verfolgung des Redoxpotentials, der 


Gasbildung usw. in einem Athylalkohol-Nitritmedium durchschnittlich eine Bakterien- 
mit Micrococcus denitrificans. menge von 400mg _ Trocken- 





Porattindl 


Abb. 2. 
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gewicht. Diese Bakterienmenge wurde dann meistens in 60 bis 75 cem 
Fliissigkeit suspendiert (,,Ursuspension*’). 

Das bei diesen Versuchen benutzte GefaB ist in Abb. 2 abgebildet 
worden. Es eriibrigt sich, hier auf die Einzelheiten der Versuchsaufstellung 
einzugehen: es geniigt, festzustellen, daB die Apparatur ermdglichte, 
Potentialmessungen unter vollig anaeroben Bedingungen und unter gleich- 
zeitiger quantitativer Verfolgung der gebildeten gasf6rmigen Stoffwechsel- 
produkte! vorzunehmen. AuBerdem war es méglich, zu jeder Zeit eine genau 
gemessene Paraffindlmenge in das GefaB hineinzulassen und auf diese 
Weise eine ebenso groBe Probe der Suspension hinauszubeférdern. — In 
diesen kleinen Proben wurden 
































dann wieder die Aziditat ON I 
mit Hilfe der Glaselektrode |\, | 
und die noch vorhandenen “ ey hase aes ua | 4 
Mengen Nitrit und Alkohol yy, sah | Se See eos Peel Leal SI A 
auf die beschriebene Weise | | 
bestimmt. ot-— ihe aa —-——+ 

Die zahlreich gemachten | 
Versuche sollen hier nur teil- §— ~84—-—74—-(e_— 
weise beschrieben werden. a | | Cae Se A 
In einem Versuchsbeispiel cu.) Sage ipa if | 
war das Medium folgender- -015 eee _ ~ | = 400 
maBen zusammengesetzt : B rset | | | 
50 cem m/15 Na,HPO,, -020 fe a — = eee | 
65cem destilliertes Wasser, NS | | : 
10 cem Bakterien-Ursuspen- Le) ee ai 
sion, welcher Mischung dann =f | Sens WEES ee. 
216mg Natriumnitrit und ~™ a gE Pe ae 
83,6 mg Athylalkohol (nach- “035 1 al i a 








0 0 DBD WM Sb & 0 Wl 
Zeit in Stunden 
Abb. 3. 
Die auf diesen Versuch Denitrifikation in einer Suspension von Micro- 
coceus denitrificans in einem Athylalkohol- 
Nitratmedium. 


traglich nach Widmark be- 
stimmt) zugeftigt wurden. 


beziiglichen Daten sind in 


Tabelle I zusammengefabt O——O Verlanf des Redoxpotentials, ge- 
und in Abb 3 graphisch messen an zwei Platinelektroden. 
a e- @ Verlaufdes Wasserstoffpotentials, z 
I H- 
reproduziert. (In der Abbildung 350 Millivolt zu 
Wir sehen also wieder- hoch gezeichnet.) 

° +——+ Der Athylalkoholgehalt. (In der 

um, daB das Redoxpotential Abbildung 250 y zu niedrig ge- 
in den ersten 25 Stunden zeichnet.) 


fortwahrend abnimmt. le a pte et 
Dann andert sich das 
Potential in den nachsten 45 Stunden nur wenig, ungeachtet der Tat- 
sache, daB in dieser Periode ein fortwahrender kraftiger Verbrauch an 
Nitrit stattfindet. Wir diirfen hieraus schlieBen, dab die Konzentration des 
Nitrits im Medium ohne Bedeutung fiir das Redoxpotential ist. Dann 
! Die relativ geringe Volumenabnahme der Suspension infolge der 
Probeentnahmen wurde bei der Messung des gebildeten Gases in Rechnung 
gebracht. 
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aber tritt auf einmal wieder ein schroffer Potentialfall ein. Dieser Fall 
koinzidiert nun offenbar wieder mit dem Verschwinden des Nitrits 
aus dem Medium, woraus wir, wie dies im vorigen Versuch zutraf, 
folgern diirfen, dab die Anwesenheit von Nitrit fiir die Potentialhéhe 
von ausschlaggebender Bedeutung ist. 


Tabelle II. 


Redoxpotential, Aziditét (angegeben als das Wasserstoff 

potential: aq), Nitrit- und Alkcholkonzentration und Menge des 

entwickelten gasférmigen Stickstoffs in einer Suspension von 
Micrococcus denitrificans. 





Potential an den 1 Stickstoff in ; 


Zeit in Platinelektroden “HH pro ccm Alkohol in 7 


N, | NaNO, 


Stunden in Volt in Volt pro ccm 


0,03 
0,10 
0,30 
0,40 
1,00 
1,10 
1,30 
2,20 
2.50 
3,20 
3,40 
5,30 
6,10 
7,50 
9,30 
19,40 
24,40 
25,40 
27,35 — ,145 | — ,124 

31,00 

, 84,05 — ,167 144 90,3 
44,40 - 181 163 139,5 
47,00 

56,35 181 ,169 

56,50 

67,55 ,185 | — ,173 

68,00 


348 
346 
,299 
267 
250 
236 
217 
,184 
169 
152 
143 
099 
,088 
059 
5035 
101 
,182 


336 350 669 
329 
,255 
199 
183 
,174 
164 
,150 
145 
,138 
135 
117 
112 
,095 
078 
057 
- ,106 


+4++44++4++4+4+4+4+4 


[++ 
b+t+t++4++4+4+4++44+44+ 


5205 - ,193 
- all ,200 


— ,249 — ,239 
- ,273 — ,262 

292 275 

~— 18 — ,290 
118,00 325 — ,297 


Iss 
1oror 


Nebenbei sei bemerkt, da8 der Verbrauch an Athylalkohol im groBen 
und ganzen demjenigen an Nitrit parallel geht. DaB die entwickelte Stick- 
stoffmenge nicht véllig mit dem verschwundenen Nitritstickstoff korre- 
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spondiert, muB zweifellos auf Rechnung der Ubersattigung des Mediums 
mit Stickstoff gestellt werden'; es zeigte sich namlich, daB das aufgefangene 
Gas ganz frei von Stickstoffoxyden war. Wir dirfen daraus entnehmen, 
daB bei der Denitrifikation im Athylalkohol-Nitritmedium keine Zwischen- 
produkte in einigermaBen erheblichen Quantitéten gebildet werden. 

Aus den beiden bis jetzt beschriebenen Versuchen bekommt man 
den vorlaufigen Eindruck, daB das Redoxpotential in dem studierten 
Medium zu jeder Zeit bedingt wird von zwei Faktoren: der Anwesenheit 
von Nitrit im Medium und der Wasserstoffionenkonzentration. 

Wir haben uns dann die Aufgabe gestellt, diesen Gesichtspunkt 
weiter zu erharten. An erster Stelle haben wir dazu den EinfluB der 
Zugabe von Séure und von Alkali auf das Redoxpotential in einer 
Suspension von Micrococcus denitrificans in einem Alkoholnitritmedium 
festgestellt und zwar zu einer Zeit, wo die Denitrifikation schon seit 
mehreren Stunden bei konstantem Redoxpotential vor sich ging. Die 
Bakteriensuspension wurde dargestellt durch Vermischung von 3 ccm 
,,Ursuspension™ mit 3 ccm 0,125 mol. NaNO,, 3 ccm 5 %igem Athyl- 
alkohol, 3cem ?/;, mol. NagHPO, und 3 ccm dest. Wasser. 

Die bei diesem Versuch erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle III 
zusammengefaBt und in Abb. 4 graphisch reproduziert. 
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Abb. 4. 


Verlauf des Redoxpotentials in einer Suspension von Micrococcus denitrificans in einem Alkohol- 
Nitritmedium bei Zugabe von Siiure oder Alkali. 
A Zugabe von Saéure. W Zugabe von Alkali. 


Wir entnehmen diesen Angaben, da die benutzte Gold- und 
Platinelektroden sehr rasch auf die Zufiigung von Saure reagieren, 
wobei sich nach kurzer Zeit abermals ein neues konstantes Potential- 
niveau ergibt. Nur nach der fiinften Zugabe von Séure, wodurch das 


pu bis auf etwa 7,5 (2H — ,450 Volt) zuriickgedrangt worden war, 


1 Die aus dem Apparat erhaltenen Fliissigkeitsproben zeigten immet 
ein starkes Aufbrausen. welches in diesen alkalischen Medien nicht von 
Kohlensaéure herriihren kénnte. 
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Tabelle IIT. 


Zusammenhang zwischen 


Redoxpotential 


und 


W asserstoft- 


ionenkonzentrationin einer Suspension von Micrococcus denitri 
ficans in einem Alkohol-Nitritmedium. 





Zeit in 
Minuten 


540 
0 
12 


159 
162 
173 
182 
780 


Potential an der p 
Goldelektrode in Volt H 


,179 
,183 
- 181 


— ,167 
- 163 
161 


144 
141 
,138 
136 


- 212 

~ ,109 
~~ 198 
- 095 

099 


047 
038 
- ,026 
O13 
007 
007 


“tf } 


044 
053 
065 
,080 
101 
107 


031 
017 
001 
,056 
- 141 
,151 
- ,162 
- ,168 
,192 10,2 


+++ +4++4+4+4+ 


Zugefiigte Siure oder 
Alkali 


n/10 HCl 


n/10 HCl 


n/10 HCl 


n/10 HCl 


5 ccm n/10 HCl 


lien NaOH 


Wurde schlieBlich 


wurde kein so konstantes Potentialniveau erreicht. 
eine Quantitat Lauge zugefiigt, welche zusammen mit der durch die 
Denitrifikation hervorgerufenen Alkalitat geniigte, um die verschiedenen 
Saurezugaben zu neutralisieren, dann wurde praktisch das anfangliche 
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Potentialniveau wieder erreicht. AnschlieBende Versuche lehrten, 
daB die bei den verschiedenen py-Werten gefundenen Potentiale sehr 
gut reproduzierbar waren!. 

An zweiter Stelle haben wir die Bedeutung des Nitrits fiir die 
auftretenden Potentialwerte naher untersucht. Bei diesen Versuchen 
zeigte sich, daB eine Zugabe von Nitrit an aktiv denitrifizierende Bak- 
teriensuspensionen, welche noch Nitrit enthielten, ohne jeglichen EinfluB 
auf den Potentialwert war. Wenn jedoch aus derartigen Suspensionen 
das Nitrit schon verbraucht worden war und die Suspensionen gemaB 
den friiheren Erfahrungen dann auch weit niedrigere Potentiale auf- 
wiesen, dann hatte die Zugabe auch 
geringster Nitritmengen unmittel- 
bar zur Folge, daB das Potential 
bis auf den Wert sprang, welcher 
im betreffenden Medium unmittel- 
bar vor dem Verschwinden des 
Nitrits vorhanden war. 























Der in Abb. 5 wiedergegebene 
Versuch zeigt dieses Verhalten recht bia | | 
deutlich. In einer’ Bakterien- 
suspension, welche nach 12 Stunden ; a 
ein konstantes Potentialniveau von 
— 0,007 Volt aufwies, war das Po- Abb. 5. 
tential nach 12 weiteren Stunden Die sprungweise Anderung des Kedox- 
auf —0,236Volt herabgefalen. Kine tetas nach Zag, von Situ 
Zugabe von nur 86 7 NaNO, aut trificans, in welcher das Nitrit verbracht 
15cem der Bakteriensuspension ge- worden war. 
niigte, um unmittelbar das Potential a Zugabe des Nitrits. 
praktisch wieder auf das urspriing- 
liche Niveau zuriickzubringen. Da das Nitrit jedoch sehr rasch wieder ver- 
braucht wurde, trat sehr bald ein neuer Potentialfall ein. Eine 50 Minuten 
spater erfolgte neue Zugabe von Nitrit — diesmal 860 y — ergab aufs neue 
einen Potentialsprung bis auf den urspriinglichen Wert. Wir miissen vorliufig 
unentschieden lassen, ob der relativ langsame Riickfall des Potentials beim 
Verbrauch der zugefiigten Nitritspur einer Verzégerung der Elektroden- 
einstellung zugeschrieben werden muB, oder dafs bei den in Betracht 
kommenden minimal kleinen Nitritkonzentrationen doch eine Abhangigkeit 
des Potentials von der Nitritkonzentration existiert. 











4 
| 
| 
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on Py W 


a 
Zeit in Minuten 


Fiir die letztere Méglichkeit sprechen vielleicht die Erscheinungen, 
welche auftreten, wenn man Nitrat zu einer Bakteriensuspension zufiigt, 
woraus zuvor das Nitrit verbraucht worden ist. Wie aus Abb. 6 hervor- 
geht, findet auch hier eine Riickkehr auf das Niveau, welches bei An- 
wesenheit von Nitrit auftritt, statt. Dies kann nicht verwundern, weil 
zweifellos aus dem Nitrat sofort auch Nitrit gebildet wird. Die Tatsache, 


1 In Abb. 10 ist die Abhangigkeit des Potentials von der Aziditat in 
Kurve A graphisch dargestellt. 
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daB jedoch bei diesem Versuch der Anstieg nicht wie bei der Nitrit 
zugabe momentan ist, kénnte auf eine Abhangigkeit des Potential! 
von auBberst kleinen Nitritkonzentrationen hindeuten. Hauptsach: 
ist jedoch, daB jedenfalls nach Uberschreitung einer sehr niedrige: 
Konzentrationsschwelle die Konzentration de 
Nitrits véllig bedeutungslos wird. 


§ 5. Einige Versuche iiber 
die Einstellung der in den Bakteriensuspensionen 
auftretenden Elektrodenpotentiale. 
Im vorigen Abschnitt sind einige Versuche be 
schrieben worden, in denen es sich um mehr ode: 





weniger momentane Anderungen des beobachteten 
- 7 ww Potentials infolge einer Zufiigung bestimmter Sub- 
cabs aaa stanzen an das Medium handelte. In diesen Fallen 
Abb. 6. ° . : 2 

es _ sind die Potentialinderungen alle festgestellt an 
Die Anderung des Redox- | ; - Bie 
potentials nach Zugabe Elektroden, welche schon seit langerer Zeit 
von Nitrat zu einer Sus- ' : ils : : Cn a Oe 
ania ean; Sean (10 Stunden oder mehr) in den stoffwechselaktiven 
denitrificans, in weleher Bakteriensuspensionen verweilten. Bei diesen und 

das Nitrit verbraucht .. : . : 
it SE tc ahnlichen Versuchen hatte es sich aber bald 
herausgestellt, daB fiir die Kinstellung bestimmter 
Potentialniveaus eine gewisse nicht zu kurze Zeit erforderlich war. 
Es ergab sich also die Frage, inwieweit die anfanglich beobachteten 
Potentialinderungen wirklich verursacht wurden durch Anderungen 
des Oxydations-Reduktionsniveaus im Medium, oder dab es sich bei 
dieser Erscheinung noch teilweise um eine EKinstellungsverzégerung der 
Elektrode gegeniiber den im Medium vorhandenen Bedingungen 

handelte. 











Um diese Frage zu beantworten, war es angebracht, in eine Bak- 
teriensuspension, worin eine schon eingestellte Elektrode vorhanden 
war, frische Elektroden hineinzubringen, und dann festzustellen, nach 
welcher Zeit die Potentialdifferenzen an diesen Elektroden mit derjenigen 
an der urspriinglichen Elektrode tibereinstimmten. Es schien von 


Bedeutung, bei diesem Versuch speziell auf die Vorbehandlung der 


Elektroden zu achten, weil bekanntlich die Natur der Metalloberflache 
und die darauf eventuell vorhandenen Verunreinigungen, auch wenn 
diese nur in Spuren vorkommen, zweifellos fiir die Einstellungsgeschwin- 
digkeit der Elektroden von Wichtigkeit sind. 

. 5 ee Y 

Diese Uberlegungen fiihrten zum folgenden Versuch. 

In ein GefaB wurden 100 cem einer kraftigen denitrifizierenden Kultur 
von M. denitrificans gebracht. Hierin wurde eine Platinelektrode a, ge- 
bracht, welche zuvor mit kochender Salpetersiéure gereinigt wurde und mit 
destilliertem Wasser abgespiilt worden war. 
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Nach etwa 13 Stunden, als die Potentialeinstellung schon langst 
praktisch keine Anderung mehr aufwies, wurden noch acht andere Platin 
elektroden in die Kultur hineingetaucht. Diese Elektroden waren auf 
folgende Weise vorbehandelt : 

a, = Anfangselektrode, Vorbehandlung wie oben angegeben. 

@ und a, wie 4. 

b,. b, und 6, wie die a-Elektroden, auBerdem 10 Stunden vor der Ver- 
wendung in einer 7,5 ° igen Losung von Natriumbisulfit ausgekocht, nachher 
mit Wasser abgespiilt und an der Luft getrocknet!. 

c, und ¢, wie die b-Elektroden, nur mit dem Unterschied, da die Vor- 
behandlung unmittelbar vor 





dem Gebrauch stattfand. 040 
d, diese Elektrcde wurde - 
wahrend 5 Minuten’ mit 
250 Milliamp. in einer 
5’, igen Schwefelsaéure katho- s20} 
disch polarisiert. | 
Die Ergebnisse sind in | 
Abb. 7 graphisch wieder- 
gegeben. 





Wir sehen hieraus, da 

keine der spater  einge- 
brachten Elektroden — so- cde 
fort dasselbe Potential an- 09 

; ‘ 6 , 6 &¢ fF 8 & 
zeigte als die Elektrode, Zeit iin Stunden 
welche schon 13 Stunden im Abb. 7. 
Medium verweilte. Immer- Die Einstellungsdauer verschiedener Edelmetallelek- 
: ; troden in einer denitrifizierenden Kultur von Micro- 
hin sieht man unverkenn- coceus denitrificans. Die Zeit ist gerechnet von dem 
bar. da8 allmahlich alle Momente des Eintauchens der ersten Elektrode a,. 
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keit der Einstellung der » . : pts ‘ 
Kinzelelektroden und ihrer y’gugabe des Pyocyanins. ise , . 
Vorbehandlung ist aber 
nicht nachweisbar. Wichtig ist jedoch, daB die nach 19 Stunden 
erfolgte Zugabe einer ganz kleinen Menge des Redoxindikators 
Pyocyanin? (ly pro cem Medium) eine sehr schnelle Einstellung aller 
Elektroden auf denselben Wert ausléste. Bemerkt sei hierbei, dab 
die Einstellung derjenigen Elektroden, welche den Wert der <An- 
fangselektrode schon erreicht hatten, sich bei dieser MaBnahme nur 
verhaltnismaBig wenig anderte. 

' Eine derartige Vorbehandlung ist empfohlen worden von O. C. Coons, 
Ind. and Eng. Chem. Anal. Ed. 3, 407, 1931. — ? Vgl. hierfiir z. B.: 
B. Elema, Rec. d. trav. chim. d. Pays-Bas 50, 807, 1931. 
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Wir miussen daher schlieBen, daB die Gleichgewichtseinstellun: 
der Elektroden tatsachlich durch die Zugabe eines Redoxindikator- 
gefordert wird. Andererseits muB aber festgestellt werden, daB auc! 
in den Fallen, wo kein Indikator zugefiigt worden ist, den beoh 
achteten Potentialen spezifische Bedeutung beigemessen werden mul) 
falls eine genugende Einstellungszeit beriicksichtigt worden ist. Wi) 
kénnen diesen Tatsachen nur gerecht werden, wenn wir annehmen 
daB die in den Suspensionen vorhandenen Bakterienzellen allmahlic) 
ein elektrodenaktives Oxydoreduktionssystem in das Medium ab 
sondern. Die in den vorhergehenden Abschnitten mitgeteilten Beob 
achtungen zwingen dann zu der An- 
nahme, das die Einstellung dieses 
..Bioindikator**-Systems durch dic 


Kapiore rt 


gy Vitnithiny sn Stoffwechselprozesse der Bakterien 
WITIHOSUNG 


zellen bestimmt wird. 

DaB zum Beispiel bei Zugabe 
von Nitrit diese Substanz wedei 
direkt potentialbestimmend wirkt. 
noch ohne Vermittlung der Bak- 
terienzellen die Einstellung des Bio- 

Bak terien- indikators beeinfluBt, ist schon an 
64" and fiir sich wahrscheinlich, weil das 
beobachtete Potential von der Nitrit- 
konzentration unabhangig ist. Es 











Abb. 8. 

Versuchsanstellung zum Studium der Ein- : fs 
stellung des Elektrodenpotentials. schien uns aber wiinschenswert, 
diese Ansicht noch weiter experi- 
mentell zu erharten. Hierfiir war es angebracht, nachzuweisen, dal} 
durch Zugabe von Nitrit zu einem Medium, worin sich unter dem 
KinfluB des Bakterienstoffwechsels ein bestimmtes Potential ein- 
gestellt hat, keine Anderung dieses Potentials eintritt, falls man die 

Bakterien vorher aus dem Medium entfernt. 

Wir haben diese Aufgabe mit Hilfe der in Abb. 8 wiedergegebenen 
Apparatur gelést. 

In eine mit einer Paraffindlschicht von der Luft abgeschlossene Bak 
teriensuspension im Athylalkohol-Nitritmedium wurde neben einer Gold- 
elektrode auch eine Chamberland-Filterkerze hineingebracht. Nachdem 
das Nitrit verbraucht und das Potential dementsprechend gesunken war, 
wurde ein Teil des Mediums in das Filter hineingesaugt, wonach auch in 
das Filter eine geniigend dicke Paraffinélschicht angebracht wurde. — In 
dem Filter befand sich eine zweite Goldelektrode. 

Diese zweite Goldelektrode zeigte unmittelbar nach dem Einsaugen 
des Mediums ein wesentlich héheres Potential an wie die erstgenannte 
Elektrode, was wohl der oben erwahnten Einstellungsverzégerung zu 
geschrieben werden mu. Wie aus Abb. 9 hervorgeht, war jedoch nach 
etwa 20 Stunden auch das Potential an der Elektrode im Bakterienfilte1 





uns 
tors 
uc} 
ob 
ul) 
Wi 
en 
lich, 
ab 
ob 
An- 
eSeS 
dic 


ien 


‘abe 
der 
rkt, 
sak. 
Bio- 

an 
das 
rit - 

Ks 
ert, 
eT I - 
dal 
lem 
ein- 
die 


nen 


Sak 
old- 
dem 
war, 
A in 


In 


wen 
inte 
Zu 
ach 
iter 


Jeziehungen zwischen den Stoffwechselvorgangen usw. 333 


raktisch auf den Wert des Potentials der auBeren Elektrode gesunken. 
Nun wurden sowohl innerhalb als auBerhalb des Filters kleine Quantitaten 
Nitrit hinzugefligt. und zwar in der Weise, dali kleine, véllig mit Nitrit 
sung gefiillte Glaskapillaren, welche schon vor dem Anfang des Versuchs 
n die Fliissigkeit gesenkt waren. zerbrochen wurden. Durch diese Mab- 
ahme wurde das Eindringen des Luftsauerstoffs in die Medien vorgebeugt. 
Die Nitritzugabe auBerte sich bei der in der Bakteriensuspension betindlichen 
lektrode unmittelbar in der schon mehrmals beschriebenen charakteristi- 
schen Potentialsteigerung, dagegen wurde das Potential an der Elektrode, 
welche sich im Filter befand, gar nicht durch diese Zugabe beeinfluBt. 
Nach kurzer Zeit wurde dann auch in das Filter eine kleine Menge Bakterien- 
suspension hinzugefiigt; dies hatte einen sofortigen Anstieg des Potentials 
zur Folge. 


© Potential in der Bakterensuspensir 


, 2 ws 8 
elt in dtunder 
Abb. 9. 
Verlauf der Redoxpotentiale in der Aufenfliissigkeit und in dem Filter bei dem Filterkerzen- 
versuche. 


Auf Grund dieser Beobachtungen unterliegt es also keinem Zweifel, 


daB die gemessenen Potentiale durch die Stoffwechselprozesse in den 
Bakterienzelien bedingt werden. 


§ 6. Uber den Einflu8 der Zufiigung von Redoxindikatoren auf das Potential 
im Athylalkohol-Nitritmedium. 

Wir sahen im vorhergehenden Abschnitt, daB die Zufiigung einer 
ganz kleinen Menge des Redoxindikators Pyocyanin einerseits die 
Potentialeinstellung wesentlich férderte, andererseits aber auch einen 
unverkennbaren, sei es auch geringen, EinfluB auf das Potentialniveau 
austibte. Es schien daher wiinschenswert, einige weitere Beobachtungen 
zu machen iiber die Beeinflussung des Potentialniveaus in Alkohol- 
Nitritmedien durch Zugabe von verschiedenen Redoxindikatoren. 
An erster Stelle wurde daher der EinfluB von Methylenblau auf das 
Potentialniveau der Denitrifikation bei verschiedenen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen untersucht. 
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Hierzu wurden 3 cem der folgenden Fliissigkeiten: Na NO,-Lésung 
dest. Wasser (860 mg pro 100 cem), Athylalkohollésung in dest. Wass 
(5 cem pro 100 cem), sec. Natriumphosphatlésung in dest. Wasser (*/,; mol 
Methylenblaulésung in dest. Wasser (6,47 pro cem) und ,,Ursuspension 
miteinander vermischt und in diese LOsungen eine Goldelektrode gebraeht 

Nachdem die Potentialeinstellung konstant geworden war und das 
ay mit Hilfe der Glaselektrode bestimmt worden war, wurden 0,5 cc; 
n/10 Salzséure hinzugefiigt. Dann wurde gewartet, bis das Potential sic} 
wiederum nicht mehr anderte, worauf abermals das 24 bestimmt wurde 
Diese Operationen wurden dann noch mehrere Male wiederholt. Die Erge! 
nisse sind in Tabelle 1V zusammengefaBt. 


Tabelle LV. 


Abhangigkeit des Redoxpotentials in einer Suspension vor 

Micrococcus denitrificans im Athylalkohol-Nitritmedium vo: 

der Wasserstoffionenkonzentration bei Anwesenheit von Spuret 
Methylenblau (1,3: 1000000). 





Zeit in Redox- ecm n/10 HCl Zeit in Redox- cem n/1l0 Hi 
Minuten potential PH zugefiigt Minuten potential H zugefiigt 


— 120 - ,093 — 48 0,5 
0 097 45 042 
2 52 037 
4 — 048 67 039 
7 — 032 68 
9 — ,028 70 1 065 
— ,025 oe 72 
18 Ri 75 + 121 
20 904 78 + ,138 
22 004 81 + 145 


42 008 7,73 89 + ,157 6,85 





Abb. 10 gibt eine graphische Reproduktion der erhaltenen Re- 
sultate, wobei Kurve A die friiher erwahnten Potentialwerte ohne 
Methylenblauzugabe darstellt und Kurve B diejenige des vorangehenden 
‘Versuchs. Weiter gibt die Linie C die Potentialwerte fiir halbreduziertes 
Methylenblau in Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration., 
wihrend die Gerade D die Neigung des Potentials der Wasserstoff- 
elektrode anzeigt. 

Kine naihere Betrachtung der Abb. 10 lehrt zunachst nochmals 
deutlich, wie stark sich das Potential der Denitrifikation mit der Wasser- 
stoffionenkonzentration andert. Bemerkenswert ist jedoch, dab bei 


Uberschreitung eines py-Wertes von etwa 9,2, das Redoxpotentia! 
praktisch auf einem Niveau von etwa — 0,190 Volt konstant bleibt 
Bei Anwesenheit von Methylenblau ist der EinfluB der Wasserstoft 
ionenkonzentration im allgemeinen geringer, wobei sich weiter ergibt 
daB im Gebiete von py < 8 0 der Indikator eine Potentialerniedrigung 


und im Gebiete von py > 8,0 eine Potentialsteigerung bewirkt. Im 
groBen und ganzen macht es den Eindruck, daB die Kurve mit Methylen 
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blau (2) etwa die Mitte halt zwischen der Kurve ohne Methylenblau (A) 
ind der Linie fiir halbreduziertes Methylenblau (C). 

Im AnschluB an diese Beobachtungen wurden noch einige Versuche 
wusgefiihrt, um den EinfluB anderer Redoxindikatoren auf die Lage 
des Potentialniveaus bei Denitrifikation festzustellen. 


Wir beschranken uns darauf, anzugeben, daB Pyocyanin eine Er- 
hohung des Potentialniveaus bei py 9.3 bis auf — 160 Millivolt 
bewirkte, wahrend mit Rosindulin genau dasselbe Niveau wie ohne 
Farbstoffzugabe (— 190 Millivolt) gefunden wurde. Wenn wir in 
Betracht ziehen, daB das Ey bei pu — 9.3 fiir Methvlenblau = — 60 Milli- 





Abb. 10 
Abhingigkeit des Redoxpotentials 
im Athylalkohol-Nitritmedium 
vom Py. 
A Kurve des Redoxpotentials ohne 
Methylenblau. 
B Kurve des Redoxpotentials mit 
zugefiigtem Methylenblau. 
( Kurve des reversiblen Methylen- 
blausystems fiir sich. 
D Neigung des Potentials der 
Wasserstoffelektrode in ihrer Ab- 
hingigkeit vom py. 











volt, fir Pvocyanin 160 Millivolt und fiir Rosindulin 410 Milli- 
volt ist, dann spricht dies dafiir, daB Redoxindikatoren das Potential 
der Denitrifikation nur dann beeinflussen, wenn die betreffenden 
Indikatoren bei dem von dem Normalstoffwechsel bewirkten Potential 
teilweise reduziert, teilweise oxydiert vorliegen!. 


$7. Uber den Einflu8 von Kaliumeyanid auf die Denitrifikation und auf 
das dadurch bedingte Potentialniveau. 

Die wichtigen Resultate, welche in den letzten Dezennien beim Stu- 
dium der Beeinflussung der Atmung durch Blausaéure erhalten worden 
sind, gaben Veranlassung, einige vorlaufige Versuche anzustellen 
liber den EinfluB von niedrigen Konzentrationen von Kaliumcyanid 
auf den Stoffwechsel von Micrococcus denitrificans im Alkohol-Nitrit- 
medium. Dabei ergab sich alsbald, daB etwas héhere Cyanidkonzen- 


' Rosindulin ist daher ohne EinfluB. weil es véllig oxydiert bleibt; 
als Gegenstiick wurde noch Phenol-Indophenol untersucht (£4 67 Milli- 
volt), da dieser Farbstoff im benutzten Medium vollig reduziert sein wird. 
Es trat aber eine teilweise irreversible Zersetzung des Farbstoffs unter 


Bildung von toxischen Substanzen ein. 
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trationen den Stoffwechsel véllig hemmten. Bei einer Konzentratio;, J an 
von ly KCN pro cem wurde aber die merkwiirdige Beobachtuny J Ein 
gemacht, daB zwar das Nitrit verbraucht wurde, jedoch die damit | mie 
normalerweise gekuppelte Entwicklung gasférmigen Stickstoffs unter soll 
blieb. Dies regte zu einer naheren Untersuchung dieses abnormen | Das 
Stoffwechsels an. unter gleichzeitiger Bestimmung der im Medium | Vor! 
auftretenden Wasserstoff- und Redoxpotentiale. Hierbei wurde auc}, | Wat 
ein Kontrollversuch ohne KCN-Zugabe vorgenommen. ding 

Die Versuchsanstellung war diejenige, welche in Abb. 2. abgebildet 
worden. ist. 


nur 
Das Medium bei dem Normalversuch war tolgendermaben zusammen Aus 


gesetzt: 50 cem m/15 Na,HPO,, 25cem dest. Wassers mit 0,2 cem Athy! 1 
2 Dei ass des 
alkohol, 25 cem NaNO,- L6sung 


ie igisccaing - » ' rer 
f (860 mg pro L00cem), 25 cem der ,,U1 ver 
suspension”, 0,2 cem — Pyocyann dal 
+ 109} | i ' j (4.9 mg pro 10 cem). des 
lt —— sine HON Der Cyanidversuch geschah i: 
(i Be V procom __ einem gleichartig zusammengesetzte! 
\4 Medium, nur wurde hier das vierfache | der 
I. Volumen (als 0,500 cem) benutzt. dell 
. ! | wahrend auBerdem 0,5 cem einer ke 
0,1°,igen KCN-Lésung  zugesetzt oe 
wurde. Hy 
: Die Ergebnisse dieser beiden | © | 
Versuche sind in Abb. 11 graphiseh KC 
wiedergegeben worden. Re 
S Es geht aus Abb. 11 hervor, 
S daB der Verbrauch des Nitrits | Le; 


= durch die Zugabe von KCN zum ] fre; 
© Alkohol-Nitritmedium —anfanglich | das 
merkbar verzégert wurde. Nach | day 








P 
iin os etwa 24 Stunden trat jedoch auch | zur 
Verlauf des Redoxpotentials, des ein ziemlich rascher Riickgang ein, 
Wasserstompotentials und des Ge- welcher etwa 20 Stunden anhielt, 
haltes an Nitrit in einer Suspension OS ‘ Me 
von Mierococeus denitrificans im um dann vor dem volligen Ver- etw 
Athylalkohol-Nitritmedium, mit und brauch aufzuhéren. Gasentwick- | Ga: 
ohne Zugabe von Kaliumeyanid. 


lung blieb dabei jedoch aus. Der | wel 
Kontrollversuch zeigte einen ganz normalen Verlauf, indem das Nitrit | Y°! 


To ° ° eT ° ren 

vollig aus dem Medium verschwand, unter gleichzeitiger Bildung von a 
$ é 

Stickstoff. sch 


Wichtig ist nun, daB das Redoxpotential im KCN-Versuch ziemlich | we! 
bald ein wesentlich niedrigeres Niveau erreichte als im Kontrollversuch ti 
Man kénnte geneigt sein, dieses abweichende Verhalten in Zusammen- 
hang zu bringen mit Unterschieden in Wasserstoffionenkonzentration 
in den beiden Medien. Tatsachlich ist ein derartiger Unterschied vor- Le 
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handen, wie aus den Werten fiir das Wasserstoffpotential hervorgeht. 
Kine nahere Uberlegung lehrt jedoch, daB das py im KCN-Medium 
niedriger ist als im normalen Medium und wie aus Abb. 10 hervorgeht, 
sollte gerade dieser Umstand einen entgegengesetzten Effekt bewirken. 
Das gefundene Resultat ist daher sehr merkwiirdig, weil in allen 
vorhergehenden Versuchen, worin Nitrit im Medium vorhanden 
war, das Redoxpotential véllig von dem Wasserstoffpotential —be- 
dingt wurde. 


Fiir ein naheres Verstandnis dieser abnormen Sachlage schienen 
nun zwei Punkte von ausschlaggebender Bedeutung: namlich das 
Ausbleiben jeglicher Stickstoffentwicklung und das Konstantbleiben 
des Wasserstoffpotentials auch in der Periode des kraftigen Nitrit- 
verbrauchs. Auf Grund des vorhergehenden diirfen wir daher schlieBen, 
daB das abweichende Redoxpotential eine direkte Folge einer Anderung 
des Stoffwechsels der denitrifizierenden Bakterien ist. 


Es war nun angebracht, zu versuchen, festzustellen, welche An- 
derung in dem Stoffwechsel eingetreten war. Wenn man _ bedenkt, 
daB im normalen Stoffwechsel die Abnahme der Wasserstoffionen- 
konzentration bedingt wird von der letzten Reduktionsstufe, wobei 
Hyponitrit unter Freiwerden von Stickstoff reduziert wird, dann liegt 
es auf der Hand, zu schlieBen, da das Verschwinden des Nitrits im 
KCN-Medium charakterisiert ist durch das Ausfallen dieser letzten 
Reduktionsstufe. 


Nun sind bekanntlich die Hyponitrite in verdiinnter wasseriger 
Loésung sehr unbestandig, indem sie leicht in Stickstoffoxydul und die 
freien Basen zerfallen!. Bei der Verarbeitung von KC N-Medien, worin 
das Nitrit mehr oder weniger vollstandig verschwunden war, wurde 
dann auch die Beobachtung gemacht, daB der Stickstoffgehalt merkbar 
zuriickging. 


Dies fiihrte zu einer Versuchsanstellung, wobei ein derartiges KCN- 
Medium in einer Gasbiirette mit QuecksilberverschluB in einem Vakuum bei 
etwa 70° C ausgekocht wurde. Es zeigte sich, daB unter diesen Bedingungen 
Gasentwicklung stattfand. Das Gas wurde dann in eine zweite Gasbiirette, 
welche ebenfalls mit Quecksilber gefiilllt war, tibergeftihrt und die darin 
vorhandene geringe Kohlensaiuremenge mit festem Kaltumhydroxyd fort- 
genommen. Oas zuriickbleibende Gas wurde dann mit einem UberschuB 
an Wasserstoff gemischt und die CGasmischung durch eine erhitzte Dreh- 
schmidt-Kapillare hin und her gefiihrt. Hierbei trat eine Kontraktion auf, 
welche genau mit dem urspriinglichen Volumen des untersuchten Gases 
iibereinstimmte. 


1 Vol. hierfiir z. B.: F. Raschig, Schwefel- und Stickstoffstudien, S. 97, 
Leipzig 1924. 
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Diese Beobachtung laBt sich nur in der Weise interpretieren, dal d 

untersuchte Gas Stickstoffoxydul war. welches gemma der Gleichung 
N,O + H, = N, + H,O 
umgelagert worden ist. 

AuBerdem wurde dargetan, dafi das durch Auskochen des Medium- 
erhaltene Gas die Eigenschaft hatte, einen gliihenden Holzspan zu ent 
ziinden, 

Wir diirfen daher den vorhergehenden Ausfiihrungen entnehmen 
daB die durch KCN-Zugabe bewirkte Anderung des im Medium fest 
stellbaren Redoxpotentials ein zuverlassiges Symptom ist, welches 
uns eine Anderung in dem Stoffwechsel der Bakterien anzeigt. 


§ 8. SchluBbemerkung iiber die Natur der beobachteten Redoxpotentiale. 

Es scheint empfehlenswert, hier unsere auf das vorangehend 
Tatsachenmaterial gegriindete Ansichten iiber die Natur der beob- 
achteten Redoxpotentiale noch einmal etwas scharfer zu_prazisieren. 
Unverkennbar ist das Ergebnis, daB der festgestellte Wert des Redox- 
potentials in allen Fallen bedingt wird durch die Natur der in den 
Zellen vor sich gehenden Stoffwechselprozesse. Diese Aussage wird 
gestiitzt durch die Potentialveranderungen, welche auftreten erstens, 
wenn in wachsenden Kulturen die assimilatorischen Vorgange aus- 
fallen, zweitens wenn in den denitrifizierenden Medien die dissimila- 
torischen Vorgange durch Verbrauch des Nitrits sistieren und endlich 
wenn durch KCN-Zugabe bestimmte Teilprozesse der Dissimilation 
ausgeschaltet werden. 

Es bleibt noch die Frage zu erértern, inwieweit es méglich ist, in 
bestimmten Fallen die fiir das auftretende Potential verantwortlichen 
Teilvorgange des Stoffwechsels anzugeben. Am meisten scheint Aus- 
sicht dafiir vorhanden bei Betrachtung der Vorginge, welche bei den 
im Nitritmedium aktiv denitrifizierenden Zellen auftreten. Es unterliegt 
keinem Zweifel, daB in diesem Falle die quantitativ tiberaus vorherr- 
schenden Prozesse gekuppelte Dehydrierungen und Hydrierungen 
sind, welche einerseits das Nitrit bis zum Stickstoff hydrieren, anderer- 
seits den Alkohol zu Kohlensaéiure und Wasser dehydrieren. 

Es scheint jedoch noch nicht méglich festzustellen, ob von der 
beschrinkten Zahl der hieraus resultierenden Oxydoreduktionsvorgange 
ein bestimmter Vorgang im besonderen potentialbestimmend wirkt. 
Nur kann hierzu bemerkt werden, daB die Natur des Dehydrierungs- 
substrats in diesem Zusammenhang jedenfalls nicht von primarer 
Bedeutung ist, denn Versuche im Nitritmedium, worin der Athylalkohol 
durch Glycerin, Mannit, Glucose, Asparagin, Natriumformiat, Natrium- 
succinat oder Natriumlactat ersetzt worden war, zeigten alle dasselbe, 
praktisch nur vom py bedingte Redoxpotential. } 
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Man kann sich nun fragen, warum das Potential, solange noch 
Nitrit vorhanden ist, konstant bleibt. Diese Tatsache ist zuniachst 
sehr tiberraschend. Bei den bis jetzt studierten, sich nur unter dem 
KinfluB von Biokatalysatoren manifestierenden Redoxpotentialen 

wir denken hierbei an das Suecinat-Fumarat- oder das Lactat- 
Pyruvatsystem — ist bekanntlich die Konzentration der Komponenten 
dieser Systeme von direkter Bedeutung fiir den Wert der beobachteten 
Potentiale. Man mu jedoch bedenken, dab hierbei eine ganz andere 
Sachlage vorliegt. Bei den letztgenannten Systemen handelt es sich 
um ein wahres Gleichgewicht, wahrend die Redoxpotentiale, welche 
in den Medien aktiv denitrifizierender Bakterien auftreten, Ausdruck 
eines stationaren Reaktionszustandes an der Oberflache des Oxydo- 
reduktionskatalysators sind. Da jedoch dieser Reaktionszustand nur 
von den an genannter Oberfliche vorhandenen Reaktionskomponenten 
bedingt wird, kann es nicht wundern, da, solange eine Sattigung 
der Katalysatoroberfliche mit Nitrit gesichert ist, die Konzentration 
des Nitrits tm Medium keinen EinfluB hat, weder auf den Reaktions- 
zustand, noch auf das daraus resultierende Potential. 

Man kann sich nun fragen, inwieweit dieses Potential direkt bedingt 
wird durch das Verhaltnis der Mengen des Nitrits und seines direkten 
Reduktionsproduktes an der Katalysatoroberfliche. Mit dieser Auf- 
fassung im Einklang ist vielleicht das schon in §4 besprochene, nach 
der anfanglichen Steigerung auftretende .,Abklingen*’ des Potentials 
bei Zufiigung kleinster Nitritspuren. Auch ware mit der gegebenen 
Deutung im Einklang die Tatsache, daB die durch KCN-Zugabe_ be- 
wirkte Anhaufung des Hyponitrits von einer Potentialerniedrigung 
begleitet ist. 

§ 9. Zusammenfassung. 

1. Es wurden mit Hilfe einer einwandfreien — Polarisation vor- 
beugenden — Methodik Redoxpotentiale bestimmt, welche im Medium 
stoffwechselaktiver Zellen auttreten, und zwar geschah dies zum ersten 
Male in einem Medium, dessen Zusammensetzung sehr einfach und 
jedenfalls anfanglich véllig bekannt war. 

Es wurde hierbei mit Micrococcus denitrificans gearbeitet, welches 
Bakterium einen vollig normalen Stoffwechsel in einem anaeroben 
Medium aufweist, welches neben Nitrat oder Nitrit nur eine einzige 
organische Substanz, wie Athylalkohol, enthiilt. 

2. In einem derartigen Medium treten an Edelmetallelektroden 
gut reproduzierbare Potentiale auf. Daraus wurde geschlossen, dab von 
den Zellen ein reversibles Oxydoreduktionssystem (das sogenannte 
,, Bioindikatorsystem*) in das Medium ausgeschieden wird, das an den 
genannten Elektroden potentialbestimmend wirkt. 
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3. Im Falle von aktiv denitrifizierenden Zellen in einem Medium 
worin Nitrit vorhanden ist, erwies sich der Potentialwert als nur vor 
der Wasserstoffionenkonzentration abhangig. Verschwinden — des 
Nitrits aus dem Medium fihrte unmittelbar zu einem bedeutende: 
Potentialfalle. 

4. Es wurde nachgewiesen, dal das Nitrit weder direkt auf di: 
Potentialeinstellung an der Elektrode wirkt, noch direkt die charakte 
ristische Einstellung des ,,Bioindikatorsystems”* beeinfluBt. Nur wenn 
das Nitrit sich an den Stoffwechselvorgingen beteiligt, d. h. zur Kata 
lysatoroberfliche der aktiv denitrifizierenden Zellen gelangt, erfolgt 
eine Umstellung des Potentials an der Elektrode. 

5. Zugabe einer geringen Menge KCN zum Medium (1 y pro cem 
bedingt eine Anderung des Stoffwechsels in dem Sinne, daB die Hy 
drierung der Hyponitritstufe ausfallt. Diese Anderung des Stoffwechsels 
fiihrt ebenfalls eine Anderung des Reduktionsniveaus im Medium herbei 

6. Das im nitrithaltigen Medium auftretende Redoxpotentia! 
erwies sich als praktisch unabhangig von der Natur des Wasserstoff- 
donators. 

7. Es scheint aus dem gesamten Material, insbesondere auch aus 
denjenigen Beobachtungen, welche sich auf die Zugabe von Oxydo- 
reduktionsindikatoren beziehen, hervorzugehen, dab das festgestellte 
R-doxpotential als die Resultante eines stationaren Reaktionszustandes 
zu betrachten ist, welcher sich wahrend des Stoffwechsels an der Ober- 
flache des Oxydoreduktionskatalysators einstellt. 
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Zur Frage der Einwirkung 
von Oxydations- und Reduktionsmitteln auf Kathepsin. 


Von 
A. W. Blagowestschenski und I. 1. Korman. 
Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut des Volkskommissariats fur 
CGesundheitswesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 23. Februar 1934.) 


P. Rondoni und L. Pozzi (1) behandeln zum erstenmal die Frage 
iiber die Bedeutung von oxydierender und reduzierender Behandlung 
fiir die Richtung der Wirkung proteolytischer Fermente. Im speziellen 
richten diese Autoren ihr Augenmerk auf den bereits durch friihere 
Untersucher hervorgehobenen Umstand, da eine Svnthese von Eiweib 
begiinstigt wird durch hohe Sauerstoffspannung, annaihernd neutrale 
teaktion, betrachtliche Anfangskonzentrationen an Sulfhydrylgruppen 
und hinreichende Konzentration der EiweiBabbauprodukte. © Durch 
ihre eigenen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dab Oxy- 
dationswirkung und Abnahme = der Wasserstoffionenkonzentration 
Bedingungen vorstellen, die jedenfalls fiir die Proteolyse unginstig 
und fir die Bildung von mit Trichloressigsiure fallbaren Korpern 
ginstig sind. Die grundsatzliche Bedeutung des Sauerstoffs und der 
oxvdierenden und reduzierenden Behandlung fiir die Richtung det 
Wirkung proteolytischer Fermente wurde in neuester Zeit in Arbeiten 
Kk. Mothes (2), Th. Bersin (3), Maschmann und Helmert (4) und 
I’. Karrer (5) behandelt. Die theoretischen Griiinde fiir diese Ver- 
anderungen der Wirkungsrichtung waren noch friiher von R. Wurm- 
ser (6) gegeben. Die Arbeit von Rondont und Pozzi wurde an Extrakten 
aus Kaninchenleber und Extrakten aus Mausecarcinom durchgefilhrt. 
Es schien uns nicht uninteressant, ihre Arbeit an Fermenten und Eiweib- 
kérpern pflanzlicher Abstammung zu wiederholen. 

Zu unseren Untersuchungen wurden reifende Samen von Vicia 
sativa verwendet; das Vothandensein von aktivem Kathepsin wurde 
durch Vorversuche tiber die Autolyse von Samenmehl und uber dessen 
Einwirkung auf Pepton- und Caseinlésungen nachgewiesen. — Das 
Fermentpraparat wurde hergestellt durch Extraktion der fein  zer- 
mahlenen Samen mit 50°,igem wasserigen Glycerin bei Zimmer- 
temperatur wahrend 48 Stunden. 

Als Substrat diente Globulin aus Sonnenblumensamen, hergestellt 
aus entfetteten Samen durch Extraktion mit 6°, Kochsalzlésung und 
gereinigt durch wiederholte Umfallung beim isoelektrischen Punkt. 
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Der Stickstoffgehalt des Globulins, berechnet auf absolutes Trocken 
gewicht, war 18.65°,. 20g von diesem EiweiB wurden in n 10 NaOH 
gelést und mit dest. Wasser auf 500 cem gebracht. In allen Versuchen 
wurde zu der Lésung Acetatpuffer vom py 5,0 zugesetzt. Die py-Ver 
schiebung am Ende der Versuche war kaum merklich. 

Vor allem wurde der EinfluB8 von Cystein untersucht. 

Zu diesem Zwecke wurden 10 cem der VorratseiweiBlésung mit 115 cen, 
destillierten Wassers und 20 cem Glycerinfermentextrakt versetzt. Diese 
Lésungsmenge ermodglichte die Entnahme von acht Versuchsproben zi 
l5cem. Zu vier Proben wurden je 2 cem Acetatpuffer und 2 cem Wasser 
gegeben, zu den iibrigen vier je 2 cem Acetatpuffer und 2 cem n/50 Cystein 
lésung. Alle Proben wurden mit Toluol versetzt. Die Proben la (ohne 
Cystein) und 1b (mit Cystein) wurden sogleich mit Je 5cem 20° ,iger Tri 
chloressigsdure gefallt und die EiweiBniederschlage auf getrockneten, genau 
gewogenen Filtern gesammelt. Die tibrigen sechs Proben wurden bei 37° 
im Thermostaten belassen, und zwar die Proben 2a und 2b 2 Stunden, 
3a und 3b 4Stunden, und 4a und 4b 6Stunden. Nach Ablauf dieser Zeit- 
spannen wurde mit Trichloressigséure gefallt und die Niederschlage wie 
bei den Anfangsproben auf Filter gesammelt, mit verdiinnter Trichlor- 
essigsiure, dann mit Alkohol und Ather gewaschen, im Trockenschiank 
getrocknet und gewogen. Die Resultate sind in der Tabelle I enthalten. 


Tabelle 1. 


Wirkung von Kathepsin aus Vicia auf Sonnenblumenglobulin. 





Ohne Cystein Mit Cystein 





Zeit nach — 
Gewicht des 


Gewicht des 


Versuchsbeginn Niederseblags Eiweifispaltung Niederschlags Eiweifspaltung 
Std. mg 9/0 mg %9 
0 1664 0 167,8 0 
2 157,7 5,2 165,1 1,6 
4 153,7 7,6 160,6 4,3 
6 151,2 9,1 156,0 7,0 


Im Gegensatz zu den Befunden von Rondoni und Pozzi an tierischen 
Gewebskathepsinen ergab sich in unseren Versuchen eine deutliche 
Hemmungswirkung des Cysteins, die sich auch bei der Wiederholung 
der Versuche bestatigt fand. Die Erklarung dieser Abweichung des 
Kathepsins von Vicia von dem gewoéhnlichen Verhalten pflanzlicher 
Kathepsine gegeniiber Cystein miissen wir vorerst schuldig bleiben. 

Die Hemmungswirkung von Sauerstoff auf die Proteolyse, die 
zuerst von Laqueur (7) im Jahre 1912 bemerkt wurde, und die be- 
sonders von Waldschmidt-Leitz und Purr (8) hervorgehoben und auch 
von Rondont und Pozzi untersucht worden ist, konnten auch wir in 
unseren Versuchen bestatigen. 

Dem Schema von Rondon? und Pozzi folgend, nahmen wir 20 cem 
Globulinlésung und fiigten 5cem Fermentlésung und 125cem Wasser 
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hinzu. Aus diesem Gemisech wurden fiinf Proben zu 30 cem entnommen 
und mit je 2cem Acetatpuffer versetzt. Zur ersten Probe wurden sogleich 
lcem Wasser und Il ecem 20° ige Trichloressigséurelésung hinzugefiigt. 
Der Niederschlag wurde auf ein Filter gesammelt und getrocknet. Die 
iibrigen vier Proben werden 6 Stunden bei 37° stehengelassen. Nach 
6 Stunden wurde die zweite Probe mit 1 cem Wasser und 11 eem Trichlor- 
essigsiure versetzt. Zur dritten und vierten Probe wurde Je 1 cem Wasser, 
zur fiinften Probe I cem n/10 NaOH zugesetzt. Letztere drei Proben 
kamen fiir weitere 6 Stunden in den Thermostaten; dabei wurden die 
Proben 4 und 5 fortwaéhrend mit Sauerstoff durchstr6émt. Dann wurden 
alle Proben mit ll cem Trichloressigséiure gefallt. Im genau derselben 
Anordnung wurde ein Parallelversuch ausgeftihrt, und die in der Tabelle 11 
mitgeteilten Zahlen stellen Mittelwerte aus beiden Versuchen vor. 


Tabelle II. 


Einflu8B von Sauerstoff auf die Proteolyse. 





Dauer der 
Ferment- 
einwirkung 


Std. 
0 


6 
12 


Wasser 
Gewicht 
des Nieder- 

schlags 


N 
in 10 ecm 


mg mg 
1432 | 33 
1408 | 3,4 
1404 | 40 


Wasser und Sauerstoff 


Gewicht ‘ 
des Nieder- N 
in 10eem 


schlags 
mg mg 
144.6 3,8 


n/10 NaOH und Sauerstoft 
Gewicht 
des Nieder- 
schlags 

mg mg 


N 


in 10cem 


162,7 3,7 





Unter dem Einflu8 des Sauerstoffs erfolgte demnach eine Zunahme 
des Gewichts der Trichloressigsiurefallung, welche in der alkalisierten 
Lésung den Wert fiir die Fallung der Anfangsprobe vor der Proteolyse 
bedeutend tibertrifft. Auch in der Lésung ohne Zusatz von n/10 NaOH 
wiegt der Niederschlag mehr als in der urspriinglichen EiweiBlésung. 
Der Gehalt an Gesamtstickstoff im Filtrat nimmt ab, doch ist die Ab- 
nahme viel zu gering, als daB sie auf einen synthetischen ProzeB zuriick- 
gefiihrt werden kénnte. Allem Anschein nach erfolgt beim Durchblasen 
des Sauerstoffs eine rein physikalische Zustandsainderung der gelésten 
Substanz, die mit starker Schaumbildung einhergeht. Dieser ProzeB 
wird durch die Erhéhung der OH-lIonenkonzentration der Lésung 
begiinstigt. Die Abnahme des Stickstoffgehalts im Filtrat beruht 
allem Anschein nach ebenfalls auf dem rein mechanischen EinschlieBen 
von stickstoffhaltigen Substanzen durch den beim Durchblasen von 
Sauerstoff gebildeten Schaum. Es versteht sich, daB eine Begiinstigung 
synthetischer Prozesse durch Sauerstoff in dieser Form nicht nach- 
zuweisen ist. Wenn die Zahlen von Rondoni und Pozzi in gewissem 
Mae berechtigten, an eine Eiweibsynthese zu denken (wenn auch mit 
allem Vorbehalt), so ist aus unseren Versuchen ein negativer SchluB 
zu ziehen. Viel wahrscheinlicher ist es, daB eine wahre Proteinsynthese 
in dem Fall stattfindet, wenn man das Ferment mit einem Oxydations- 
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mittel behandelt, wie es das Wasserstoffsuperoxyd ist. Dabei ist jedoc! 
darauf zu achten, daB nicht allzu hohe Konzentrationen des H,© 


angewendet werden, da sonst eine Zerstoérung der EiweiBabbauprodukt: 


durch dieses starke Oxydationsmittel stattfinden kann. Aus den nach 
stehenden Versuchsergebnissen ist zu ersehen, daB die Reversion de: 
Kathepsinwirkung auf das EiweiB bei gelinder Peroxyvdbehandlung vie! 
deutlicher ist als bei starkerer. Allerdings muB auch in diesem Falk 
unentschieden bleiben, ob eine tatsachliche chemische Synthese statt 


gehabt hat oder lediglich ein rein physikalischer Aggregationsvorgang 
Auch wenn man die Entscheidung zugunsten einer echt chemischen 
Svnthese fallen will, bleibt durch spezielle Untersuchungen zu er 
mitteln, ob diese Synthese mit MolekilvergréBerung einhergeht oder 
ob es sich bloB um die Bildung von cyclischen Strukturen vom Typus 
der Diketopiperazine infolge von RingschluB zwischen Amidgruppen 
und Carboxylen handelt. Bei der Bildung von Verbindungen letztere: 
Art ist es wohl méglich, daB Produkte entstehen, die mit Trichloressig 
sdure leicht fallbar sind. 

Der Versuch tiber die Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds wurde 
auf folgende Weise angestellt: 

25cem der EiweiBl6sung wurden mit 122 cem Wasser verdtinnt und 
3cem Fermentlésung zugesetzt. Die Mischung wurde in fiint Proben zu 
28 cem geteilt. Die eine wurde sogleich mit 2.5 cem Wasser, 2 cem Acetat 
puffer und 11 cem 20°, ige Trichloressig-aure versetzt. Die tibrigen Proben 
ethielten einen Zusatz von je 2cem Acetatpuffer und wurden 6 Stunden 
im Thermostaten bei 37° gehalten, sodann wurde eine Frobe mit Trichlor- 
essigsaure gefallt und die tibrigen weitere 6 Stunden stehengelassen, nachdem 
die eine Probe mit 2.5 cem Wasser, die zweite mit 1,5 ¢em Wasser und 
Leem Perhydrol Merck, und die dritte mit 2.5 ¢em Perhydrol versetzt 
worden waren. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die drei Proben auf oben 
beschriebene Weise mit Trichloressigsiure gefallt. Die Ergebnisse von 
zwei Parallelversuchen (Mittelwerte) teilen wir in Tabelle II] mit. 


Tabelle ILI. 


EinfluB von Wasserstoffsuperoxyd auf die Proteolyse. 





Ohne Hy, 02 leem Hz O2 2,5cem Hz 0, 
bon 1 Se ee HY Sat cca a | ee CoS ae lee 
Ferment- Gewicht Gewicht Gewicht 

einwirkung | des Nieder- Abbau des Nieder- Abbau des Nieder- Abbau 
schlags schlags schlags 
Std. mg 0! mg 0), mg 
0 195,5 ~- — aes pe eS 
6 159.5 18,0 — — - 
12 135,1 30,8 150.0 Cy 136.9 30,0 


Unsere Versuchsergebnisse weisen demnach deutlich darauf hin, 
daB bei vorsichtiger Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf eine 
Mischung von Fermentlésung und von Produkten der sechsstiindigen 
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Kathepsinhydrolyse des EiweiBes cine starke Einschrankung der 
veiteren Proteolyse erfolgt: es ist moOglich, da diese Erscheinung auf 
iner synthetischen Reaktion beruht, welche auf Kosten der bei der 
Oxvdation frei werdenden Energie vor sich geht. Unsere Untersuchungen 
in dieser Richtung, die es bezwecken, aie Zusammenhange zwischen 
Proteolyse und Oxydationsvorgingen im Organismus aufzuklaren, 
werden fortgesetzt. 


Literatur. 
1) P. Rondoni u. L. Pozzi, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 219, 22, 1933. 

2) K. Mothes, Flora 128, 58, 1933; Naturwiss. 21, 883, 1933. 3) Th. Bersin 
1. W. Logemann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 220, 209, 1933; Th. Bersin, 
ebenda 222, 144, 1933. 4) Maschmann u. Helmert, ebenda 219, 99; 220, 
199 u. 209, 1933. — 5) P. Karrer, Helv. 16, 101, 1933; P. Karrer u. H. v. 
Euler, ebenda 17, 154, 1934. 6) R. Wurmser, Biol. Rev. Cambridge 
Phil. Soe. 7, 350, 1932. 7) Laqueur, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 82, 
1912. — 8) BE. Waldschmidt-Leitz u. Purr, ebenda 198, 260, 1931. 














Uber eine empfindliche 
und spezifische Reaktion des Ergosterins. 


Von 
Josef Briiekner. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 22. Mdrz 1934.) 


Auf Vorschlag von Z. Aszédi befaBte ich mich mit Studien tiber di 
Bestimmbarkeit des Bestrahlungseffektes und des Grades der Umwand- 
lung des Ergosterins, mit besonderer Beriicksichtigung des Vitamins |) 
auf der Grundlage der bekannten Ergosterinreaktionen. Bei diesen 
Untersuchungen gelangte ich zu Ergebnissen, die mir die Ausarbeitung 
einer sehr empfindlichen Reaktion fiir Ergosterin erlaubten, die mit 
Vitamin D in anderer, aber ebenfalls charakteristischer Weise verldujt 

Den Untersuchungen liegt der von Meesemaecker beschriebene 
Befund zugrunde, wonach Ergosterin mit wasserfreiem Zinkchlorid 
und Kssigsiureanhydrid eine anfangs rosa, dann iiber Blau ins Griine 
uibergehende Farbung gibt!, wobei aber das Reaktionsgemisch kein 
charakteristisches Spektrum aufweist. Hierbei geben Ole (Olsiure) 
und Cholesterin eine braune Farbe, was sich bei der Ausfiihrung det 
Reaktion stérend bemerkbar machen kann. Mit Hilfe von <Aceton 
und einigen Metallsalzen gelang es mir aber, diese Reaktion weitaus 
empfindlicher und spezifischer zu gestalten, so daB sie fir Untersuchungen 
in verschiedenem, auch 6l- oder cholesterinhaltigem Milieu geeignet wurde. 


Ausfiihrung der Reaktion. 


Natives (unbestrahltes) Ergosterin wird in 2 ccm Benzol oder Chloro 
form gelést, nach Zugabe von 1 ccm Essigséureanhydrid und ! , ccm 
Aceton einige Kérnchen eines Kupfersalzes — ich verwendete Cupri- 
acetat wegen der besseren Léslichkeit gegeniiber anorganischen Kupfer- 
salzen — und nachher !, oder 1 g wasserfreies Zinkchlorid zugesetzt. Es 
entsteht eine prachtvolle blauviolette Farbe mit starker roter Fluoreszen:, 
die einen bis zwei Tage anhalt?. Die Reaktion war noch deutlich positiv. 

' R. Meesemaecker, J. Pharmacie 8, 11, 380, 1930. 2 Zwecks ein 
facherer Durchfiihrung mehrerer Untersuchungen empfehle ich, folgendet 
maBen vorzugehen: Reagens I besteht aus Aceton und Essigsaure 
anhydrid im Verhaltnis 2:3 und 5 bis 10°, Kupfersalz, das aufgelést 
wurde. Reagens II stellt eine halbgesattigte Lésung von wasserfreiem 
ZnCl, in Essigsiureanhydrid dar. (Bei héherer ZnCl,-Konzentration tritt 
eine unangenehme Braunfaérbung des Reagens ein.) Ausfiihrung: 3 cem 











stat 


dis 
nnd. 
sD 
sen 
ung 
mit 
uft 
ene 
rid 
ine 
ein 
ire) 
der 
ton 

1Us 
jen 


E 
+ 
us 





Reaktion des Ergosterins. 347 


wenn | ccm Benzol 0,0006 mg Ergosterin bzw. 0,1 cem Benzol 0,0001 mg 
Ergosterin enthielt. (Einige Milligramm getrockneter Hefe in Substanz 
in das Reagensgemisch eingetragen, geben eine stark positive Reaktion.) 
Das Reaktionsgemisch zeigte bei spektroskopischer Untersuchung 
einen starken und charakteristischen Absorptionsstreifen im Orangerot, 
dessen Maximum bei spektrophotometrischer Untersuchung bei 612 uu 
vefunden wurde. 

Die Untersuchung des entstandenen farbigen Reaktionsproduktes 
im Ultramikroskop laBt an ein Kolloid denken, fiir welche Auffassung 
auch die starke rote Fluoreszenz spricht. Vielleicht handelt es sich um 
ein Kupferoxyd oder eine komplexe Kupfer-Zink-Ergosterinverbindung 
in kolloidaler Dispersion. 

Die Reaktion war mit Olsaéure, reinen Olen und Cholesterin negativ 
(kein Farbeneffekt). Tafel6él gab bei Ausftihrung der Reaktion eine intensive 
griine Farbe ohne Fluoreszenz (vielleicht wegen des Phytosteringehaltes), 
Carotinoide (Carotin bzw. Zeaxanthin) hingegen eine schwache Blaufarbung., 
die sich aber im Farbenton und auch Fehlen des Lichtabsorptionsstreifens 
von einer positiven Ergosterinreaktion unterscheidet. 

Vitamin Dy gibt bei gleichem Vorgehen, wie bei Ergosterin be- 
schrieben wurde, eine gelbliche, in einigen Minuten ins Rothrauné 
iibergehende Farbe. In dem braunen Reaktionsgemisch zeigt sich ein 
Lichtabsor ptionsstreifen, der sich vom Griin ins Blau erstreckt. 

Calciferol gibt dieselbe Farbenreaktion als Vitamin D, mit dem 
gleichen Spektrum, was fiir die Identitat der beiden Praparate spricht. 

Bestrahltes Ergosterin zeigt die fiir Ergosterin charakteristische Blan- 
farbung und Absorptionsstreifen, aber auber letzteren auch jene des 
Vitamins D. Vigantol ergibt eine Reaktion, die dem Vitamin D ahnelt 
(Rotbraunfarbung und Absorptionsstreifen), spater aber in eine Blau- 
farbung iibergeht, in der aber der Vitamin D-Streifen noch = sichtbar 
ist. Bei Radiostol fand ich die typische Reaktion, die ich bei bestrahltem 
Ergosterin beobachten konnte. 

Ohne Kupfersalze verlauft die bei Ergosterin beschriebene Reaktion 
ebenfalls positiv, zeigt auch dasselbe Spektrum, doch konnte ich eine 
bedeutend geringere Empfindlichkeit beobachten. Desgleichen schien 
mir die Empfindlichkeit auch von der Zugabe von Essigsiureanhydrid 
abhangig zu sein, wohl wegen seiner wasserentziehenden Wirkung. 
Beim Schiitteln mit Wasser verschwindet die Reaktionsfarbe. AuBer 


benzolischer Ergosterinl6sung oder auf Ergosterin zu untersuchender E xtrakt 
werden mit !/,ccm von Reagens I und 1 cem von Reagens Il versetzt und 
2 bis 3 Minuten in einem Wasserbad von 70°C gehalten, wobei die be- 
schriebene Farbenreaktion eintritt. (Das zur Reaktion dienende wassertreie 
ZnCl, wurde in einer weithalsigen Flasche mit eingeschliffenem Stopfen 
unter Benzol aufbewahrt und bei Verwendung mit einem Nickelléffel 
entnommen. ) 
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Kupfersalzen habe ich auch Salze verschiedener anderer Metalle in 
bezug auf ihr Verhalten bei der beschriebenen Reaktion untersucht 
Hierbei fand ich Silber- und Goldsalze (entsprechend ihrer Stellung im 
periodischen System) von ahnlicher Wirkung wie Kupfersalze, di 
Salze anderer Metalle (Fe, Mn, Ni, Ca, Cr, Ur, Hg) aber wirkungslos 
Bei Untersuchung auf Vitamin D méchte ich die Verwendung von Silber- 
salzen empfehlen, da diese mit letzterem spezifischer reagieren als mit 
Ergosterin. Goldchlorid gibt mit einer benzolischen Ergosterinlésung 
nach Zugabe einiger Tropfen Essigsiureanhydrid eine purpurrot: 
Farbung, die rasch in Violett umschligt und ungefahr eine Stund 
bestandig ist. Mit Aceton scheint die Reaktion noch empfindliche: 
zu sein und der Farbenumschlag in Violett sich rascher zu vollziehen 
Die Reaktion weist auf die Entstehung eines Goldsols hin. 


Zusammenfassung. 

Es wurde eine empfindliche und spezifische Reaktion beschrieben, 
die mit Ergosterin eine blauviolette Farbung, mit Vitamin D eine rot- 
braune Farbe ergibt, wobei auch die Reaktionsgemische charakteristische 
Lichtabsorptionsstreifen aufweisen. Die Reaktion gestattet den Nachweis 
von Vitamin D in bestrahlten Ergosterinpraparaten. 

Fiir die freundliche Zusendung von Vitamin D, sei Herrn Prof. Windaus, 
fiir die vun Calciferol Herrn Prof. R. K. Callow, fiir die von Carotin und 
Zeaxanthin Herrn Prof. L. Zechmeister an dieser Stelle herzlichst gedankt. 
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Uber die Vergirung von Glucose 
durch Varianten des Bact. paratyphi-B (Typ Schottmiiller), 
die aus Traubenzucker kein Gas bilden. 


Von 
A. Tasman und A. W. Pot. 
Aus dem Reichsserologischen Institut und dem Zentrallaboratorium fiir 
Volksgesundheit in Utrecht.) 


(Eingegangen am 22. Februar 1954.) 


Einer von uns [Pot (1)] hat am Ende des Jahres 1932 aus Fazes 
und Urin von zwei Patienten drei sogenannte ,,gaslose** Paratyphus- 
stamme isoliert. Diese verschiedenen Stémme (ihrer Herkunft wegen 
..Vijmegen-Fazes**, ,,Nijmegen-Urin™ und ,,Schiedam** genannt) zeigten, 
soweit die tiblichen bakteriologischen und serologischen Methoden hier- 
iiber Auskunft geben kénnen, als einzigen wesentlichen Unterschied 
von ,,normalen‘* Paratyphusstammen, die mangelnde Fahigkeit, aus 
Glucose Gas zu bilden. Durch regelmaBiges Uberimpfen dieser ,,gas- 
losen** Stémme in eine Nahrfliissigkeit, welche neben Pepton und Koch- 
salz auch Calciumformiat enthielt, gelang es uns, aus diesen ,,gaslosen“, 
gasbildende Paratyphusstamme zu erhalten, welche qualitativ sich 
in jeder Beziehung wie normale Paratyphusstamme verhielten. Der 
rein qualitative Nachweis von Saure- oder gegebenenfalls Gasbildung 
aus Traubenzucker durch zwei verschiedene Bakterienarten oder durch 
eine bestimmte Art und ihre Varianten verbiirgt jedoch keineswegs, dal 
der Traubenzucker in beiden Fallen auf die gleiche Weise gespalten wird, 
oder daB hierbei dieselben Endprodukte im gleichen Verhaltnis ge- 
funden werden. 

Daher haben wir die Vergdrung von Glucose durch diese verschiedenen 
Stémme einer quantitativen chemischen Untersuchung unterzogen. 

Die Art und Weise, wie Glucose von den verschiedenen Angehorigen 
der Coli-Typhus-Dysenteriegruppe abgebaut wird, hat schon seit langem 
den Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gebildet (Harden, Walpole, 
Norris, Neuberg und Mitarbeiter, Thompson, Penfold, Grey, Kluyver, Donker, 
Le Feévre, de Graaff, Aubel, Salabartan, Rewald, Virtanen, Rona und Nicolai, 
Sera, van den Bergh). Man findet die Literatur eingehend von Scheffer (2) 
und Kluyver (3) besprochen. Nur soweit es die Deutlichkeit der in der 
vorliegenden Mitteilung angefiihrten Tatsachen und SchluBfolgerungen 
verlangt, sollen die Forschungsergebnisse von einigen der genannten Autoren 
erwahnt werden. 

Scheffer kam auf Grund seiner Untersuchungen zu dem Ergebnis, 
daB die Wege, auf denen sich der Abbruch des Glucosemolekiils durch 
die verschiedenen Angehérigen der Coli-Typhus-Dysenteriegruppe voll- 
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Kurzgejaptes Schema der bei der Glucosevergdrung durch Bakterien der Col 


qruppe stattfindenden Reaktionen nach Scheffer. 


CH,OH.CH.CHOH.CHOH.CHOH.CHOH. 


Glucose + PO,R.H 


’ oy 
CH,OH.CH,OH CHO.CHOH.CHOH.CHO 


Athylenglykol Traubensauredialdehyd 0 
CH;.CHO+H,O COOH.CH,.CH,.COOH POs Ro 
Acetaldehyd Bernsteinsaure Hexosemonophosphor- 


saure-Ester 


Y v _—————— 
CH,.COOH CH,.CH,0H . ae , eS 
Sciname | eabyadbthal CH,OH.CH.CHO CH,OH.CHOH.CHO 
: Glycerinaldebyd 
0) 


| 
POsRy 
Triosephosphorsaure-Ester 
+H, 0 


wae Y 
CH,0OH.CHOH.CHO PO,R JH 
Glycerinaldehyd 


v 
JOH _/H 
—————————(‘H,.C7 C—OH — CHy.CHOH.COUl 
— NOH OH Milchsaure 
v ¥ i Methylglyoxalhydrat 
H.COOH CH;.C—OH ‘ , 
Ameisensaure OH CH,.CO0.COOH+2H 
Acetaldeh yd- Brenztraubensaure 
y — hydrat 
CO, Hy ' i. ioe. * 
Kohlen- Wasser- —CH,;.CHO CO, 
siure stot =| | Acet- — Koblen- 


v v | aldehyd — saure 
CH;.C OOH CH;.CH,OH | 
Essigsaure Athylalkohol | 
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CH;.COOH CH;.CH,OH : CH,.CH,OH 
Kssigsaure Athylalkohol : Athylalkohol 
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CHs-CHOH.CO.CHs, 
Acetylmethylearbinol 
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zieht, trotz der Verschiedenheit der hierbei auftretenden Endprodukte, 
in ein ubersichtliches und in seinen Unterteilen zusammenhangendes 
Schema zusammengefaBt werden kénnen. 

Wir wollen hier nicht die einzelnen Reaktionsstufen der Glucose 
vergérung besprechen und auch nicht die verschiedenen Argumente vor- 
fiihren, welche Scheffer zu diesem Schema gefiihrt haben. Man findet sie 
ausfiihrlich in seiner Dissertation und auch durch Kluyver (3) besprochen. 
Die von Scheffer gefundenen quantitativen Verhaltnisse der auftretenden 
Gérungsprodukte lassen sich ohne Schwierigkeiten in diesem Schema ein 
ordnen. Nur einige Tatsachen seien besonders hervorgehoben. 

Die Spaltung von Methylglyoxalhydrat kann, abgesehen von der 
Stabilisierung zu Milchsdiure, auf zwei grundsatzlich voneinander ver- 
schiedenen Wegen, und zwar zu Ameisensdure und Acetaldehydhydrat 
einerseits oder zu Brenztraubenséure und Wasserstoff andererseits, 
erfolgen. Der erstgenannte Reaktionsweg, das sogenannte ,,Ameisen- 
siureschema”™, fiihrt also zur Bildung von Kohlensdure und Wasserstof} 
in dquivalenten Mengen und gleichfalls zur Entstehung von Essigsdure 
und Athylalkohol in dquivalenten Mengen. Die Zersetzung iiber Brenz- 
traubensdure, das sogenannte ,,Brenztraubensaiureschema™, hat die 
Entstehung von Essigsdure und Athylalkohol zur Folge, die nicht in 
aiquivalenten Mengen gebildet zu werden brauchen, da doch ein Teil 
des Athylalkohols seine Entstehung der direkten Reduktion von Acet- 
aldehyd durch den bei der Bildung von Brenztraubensaure freiwerdenden 
Wasserstoff zu verdanken hat. Dies hat jedoch zur Folge, daB das 
Verhaltnis H,: CO, < 1 werden wird. Gleichzeitig kann hierbei Acetyl- 
methylearbinol bzw. 2, 3-Butylenglykol auftreten, was jedoch nicht 
immer der Fall ist. 

Der entwickelte Gedankengang erméglicht es, die Richtigkeit 
des gegebenen Schemas an den Beobachtungen zu tiberprtifen, wenn 
man die auftretenden Endprodukte auf die entsprechenden Mengen 
CO,, H, und Acetaldehyd umrechnet. Wenn das Schema richtig ist, 
so miissen sich bei der Umrechnung solche Mengen CO,, H, und Acet- 
aldehyd ergeben, daB 50 Molen vergorener Glucose LOO Mole H,, L0O Mole 
CO, und 100 Mole Acetaldehyd entsprechen. 

Fiir diese Umrechnung ist gleichzusetzen: 

1 Mol ungespaltene Ame/sensdure 1 Mol Wasserstoff plus 1 Mol Kohlen- 
siure; 1 Mol Essigsdure 1 Mol Acetaldehyd minus | Mol Wasserstoff; 1 Mol 
Athylalkohol 1 Mol Acetaldehyd plus "1 Mol Wasserstoff; 1 Mol durch 
Stabilisierung aus dem Methylglyoxal entstandene Wilchsdure 1 Mol Acet- 
aldehyd plus 1 Mol Kohlenséure plus 1 Mol Wasserstoff; 1 Mol Acetyl 
meth ylcarbinol 2 Mol Acetaldehyd, und schlieBlich 1 Mol 2, 5-Butylenglykol 
2 Mol Acetaldehyd plus 2 Mol Wasserstoft. 

Bei dieser Betrachtungsweise ist die wahrend der Vergirung stets 
auftretende Bernsteinsdure noch nicht beriicksichtigt. Scheffer und braak (4) 
konnten es sehr wahrscheinlich machen, da8 diese Saure ihre Entstehung der 
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direkten Spaltung der im  Glucosemolekiil vorhandenen Kette vor 
6 C-Atomen in zwei von 4 bzw. 2C-Atomen zu verdanken hat. Die hierfii 
verbrauchte Glucose wird dann einer weiteren Zersetzung entzogen werden 
Will man nun die Richtigkeit dieser Annahme iiberpriifen, so mu8 man fii 
Lg gebildete Bernsteinséure 180/118.1g von der durch Vergiérung vei 


schwundenen Glucosemenge abziehen und den Rest als ,,vergorene Glucose” 


an der Hand der oben gegebenen Betrachtungsweise in die Rechnung ein 
setzen. Ebenso wird dann von der Acetaldehydbilanz fiir jedes Mol ge 
bildete Bernsteinséure 1 Mol Acetaldehyd abgezogen werden miissen. 

Zusammenfassend kénnen wir also an das beschriebene Vergérungs 
schema die folgenden Forderungen stellen: 

1. Falls das ,,Ameisenséureschema’ befolgt wird, muB das Ver- 
haltnis von Wasserstoff und Kohlensaéure, ebenso wie das von Essigsaure 
und Alkohol gleich 1 sein. 

2. Falls, unabhangig hiervon, ganz oder teilweise das ,,Brenz 

traubenséiureschema”™ befolgt wird, muB das Verhaltnis von Wasserstoff 
zu Kohlensiure und das von Essigsiure zu Athylalkohol kleiner als 1, 
jedoch untereinander gleich sein. 
3. Falls man die zur Bernsteinséurebildung benétigte Glucose 
von der vergorenen Menge abzieht und die Acetaldehydbilanz um den 
entsprechenden Betrag verringert, miissen aus 50 Grammolekiilen ver- 
gorener Glucose 100 Grammolekiile Kohlenséure, Wasserstoff und Acet- 
aldehyd gebildet werden, wobei dann die anderen Reaktionsprodukte 
auf die oben angegebene Weise auf Kohlenséure, Wasserstoff und Acet- 
aldehyd umgerechnet werden. 

4. Selbstverstandlich muB die Summe des in den Garungsprodukten 
vorhandenen Kohlenstoffs berechnet auf Hundertteile des in der 
vergorenen Glucosemenge vorhandenen Kohlenstoffs ungefahr 100 
betragen. 

Wir fiihrten nun eine Reihe Vergérungen von Glucose mit ver- 
schiedenen Typhus- und Paratyphusstémmen durch. Die hierbei er- 
haltenen Analysenergebnisse sollen auf die oben behandelte Weise 
berechnet werden, wobei sich zeigen wird, inwiefern die Glucosegarung 
durch Paratyphusbakterien auf eine entsprechende Weise erfolgt. 
wie es Scheffer u. a. fiir die anderen Angehérigen der Coli-Typhus- Dysen- 
teriegruppe wahrscheinlich gemacht haben. 

Es bedarf jedoch keines nachdriicklichen Hinweises, da man auf diese 
Weise nur eine mehr oder weniger groBe Wahrscheinlichkeit eines be 
stimmten Gérungsschemas aufzeigen kann. In manchen Fallen ist ein 
anderer Vergiéirungsweg ebensogut méglich, ohne da die erhaltenen 
Analysenzahlen hiermit in Widerspruch zu stehen brauchten. In einem 
solchen Falle werden dann andere Erwagungen organisch-chemischer, 
thermodynamischer oder rein biologischer Art oft eine Entscheidung fiir 
eine bestimmte Vorstellungsweise erméglichen. Es ist hier jedoch nicht det 
Ort, um darauf naher einzugehen; hierfiir sei auf die schon erwahnten Ver- 
6tfentlichungen von Aluyver, Scheffer, Braak u. a. hingewiesen. 
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Versuchsanordnung. 


Als Garungssubstrat wird eine Lésung von 2°, Glucose pro analysi, 


1°, Pepton-,, Witte*, 0,5°, Natriumchlorid in Leitungswasser gewahlt, 
der 2°, vorher sterilisierte Kreide zugesetzt wird.  Hierfiir wurde das 


sogenannte .,Carbonas calcicus levissimus‘t der Niederl. Pharmacopoe 
gewahlt. Dieses ist ein sehr fein gepulvertes und daher sehr leichtes Calcium - 
carbonat, welches das Nehmen der spater zu besprechenden  ,,Kreide- 
muster‘’ sehr erleichtert. In einzelnen Fallen wurde der Kochsalzzusatz 
unterlassen, und in einem Géarversuch wurde eine 3°,ige Peptonlésung 
verwandt. Dem oben beschriebenen Substrat wird vor der Sterilisierung 
| Tropfen Olsaéiure und einige Glasperlen hinzugefiigt. Die Olséure dient 
zur Verhinderung des Schéumens wahrend der Garung. wahrend die vor- 
handenen Perlen die nach der Sterilisierung an der Wand des Kolbens 
haufig festklebende Kreide leichter loslésen. 

Die eigentliche Versuchsanordnung war nun folgendermaBen. Etwa 
1900 cem des oben erwahnten Garsubstrats werden in einen 2 Liter-Kolben 
aus Pyrexglas gebracht, an dessen AuBenseite sich eine MaBteilung befindet. 
Der Kolben wird mit einem mit Schnur gut befestigtem doppelt durch- 
bohrten Gummistopfen verschlossen. In der einen Bohrung betindet sich 
ein Scheidetrichter mit langem, bis auf den Boden des Kolbens reichendem 
Ansatzrohr. Die obere Offnung des Trichters wird mit einem Wattepfropf 
verschlossen. Durch die andere Bohrung fiihrt eine im rechten Winkel 
gebogene Glasréhre mit einem Hahn, die gleichfalls mit Watte abgeschlossen 
ist. Die Haéhne werden mit sogenanntem ziéhen ,,Ramsay-Fett*’ ein- 
geschmiert. 

Der Kolben mit Inhalt wird 12 Minuten bei 115° sterilisiert, wobei der 
Scheidetrichter geschlossen und der andere Hahn ge6ffnet ist. Sofort nach 
dem Sterilisieren wird auch der zweite Hahn geschlossen und der Kolben 
noch warm mdglichst schnell an eine Stickstoffbombe angeschlossen. 
Offnet man nun den Hahn, so saugt sich der Kolben wahrend des Abkiihlens 
mit Stickstoff (mit Pyrogallol und Kalilauge gewaschen) voll, wodurch 
spater eine vollkommen anaerobe Zuckeivergérung gewahrleistet ist. 

Wenn der Kolbeninhalt auf Zimmertemperatur abgekthlt ist, wird 
mit Hilfe des Uberdrucks aus der Stickstoffbombe eine gewisse Menge 
(etwa 100 cem) des durch kriaftiges Schiitteln gut gemischten Substrats 
in die Kugel des Scheidetrichters gepreBt und der Inhalt mit einer sterilen 
Pipette entnommen. (Die weitere Verarbeitung dieses Kreidemusters wird 
weiter unten naher beschrieben werden.) Darauf wird die Verbindung mit 
der Stickstoffbombe unterbrochen, der Uberdruck aus dem Kolben entfernt 
und die Fliissigkeit durch den Sche‘detrichter mit 5cem einer 24 Stunden 
alten Bouillonkultur des zu verwendenden Mikroorganismus geimpft. 
Nachdem das Endvolumen des Substrats nach der Musternahme aut der 
MaBteilung abgelesen worden ist, wird der Kolben mit einem kleinen 
Stiick Vakuumschlauch mit drei Waschflaschen verbunden, die gleichfalls 
durch Vakuumschlauch Glas an Glas miteinander verbunden sind. — In 
diesen Flaschen befinden sich 200 bzw. 100 und 50 cem einer vorher auf 
ihren Carbonatgehalt titrierten 20°, igen Kalilauge. Die Abfubr der letzten 
Waschflasche miindet in den unteren Teil eines MeBzylinders von 2000 cem 
Inhalt, der oben durch ein Stiick Gummischlauch mit Schraubquetschhahn 
abgeschlossen ist. Dieser Zylinder steht in einem GefaB mit Paraffindl. 
Wenn der ganze Gérungsapparat die Brutraumtemperatur (etwa 32° C) 
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angenommen hat, wird der MeBzylinder mit Hilfe einer Handsaugpum) 
mit Paraffindl gefiillt. 


Quantitative Bestimmung der Gdrungsprodukte. 


Zur quantitativen Bestimmung kamen die folgenden Verbindunge: 
in Frage: Glucose, Wasserstoff, Kohlensdure, Essigsdure, Ameisensdur 
Ath ylalkohol, Milchsdure und Bernsteinsdure'. 

Verschiedene Vorversuche hatten uns gezeigt, welche Mengen der zu 
bestimmenden Verbindungen bei der Vergaérung einer 2°, igen Glucose 
lé6sung zu erwarten waren. Alle Analysenmethoden haben wir daher auc] 
an Loésungen der betreffenden Verbindungen in einer 1°,igen Pepton 
lésung kontrolliert, die ahnlich wie eine ausgegorene Fliissigkeit zusammen 
gesetzt waren. 

Wassersto/f. Der bei der Gaérung gebildete Wasserstoff sammelt. sic} 
iiber dem Paraffiné! im MeBzylinder an. Nach beendigter Garung wird de) 
Kolbeninhalt kraftig durchgeschiittelt, um die freien Sauren mit der auf den 
soden abgesetzten Kreide méglichst gut reagieren zu lassen, wobei noc}; 
eine ziemlich betréachtliche Menge Kohlensaéure frei kommt. Darauf wird 
der Kolben durch den Scheidetrichter mit einer abgemessenen Meng: 
ausgekochtem destilliertem Wasser angefiillt. Das Gesamtvolumen des 
entwickelten Wasserstoffs erhalt man nun, wenn man von der im Mel} 
zylinder autgefangenen Gasmenge die gesamte zugesetzte Wassermeng: 
abzieht (die ihrerseits dem urspriinglich im Kolben vorhandenen Stickstoft 
entspricht, der gleichfalls als ,,Wasserstoff*' im MeBzylinder aufgefangen und 
gemessen wurde). Nach Korrektion dieser Gasmenge auf Temperatur und 
Druck kann man das gemessene Gasvolumen auf Gramm Wasserstoft 
umrechnen. 

Kohlensdure. Die bei der Gaérung entwickelte Kohlensaure ist von 
zweierlei Herkunft, und zwar a) die aus der Glucose bzw. ihren Abbau 
produkten entwickelte Kohlensiure und b) die Kohlenséure, die durch 
Einwirkung der gebildeten Séuren auf die im Substrat vorhandene Kreide 
entsteht. Man muB also die Carbonatkohlenséiure der Lauge und des 
Substrats vor der Vergérung und dieselben Werte nach der Ver 
garung kennen. Die Ditferenz dieser beiden Summen bedeutet die bei 
der Garung aus Glucose bzw. Ameisensdure oder Brenztraubensdure ge 
bildete Kohlensduremenge. 


Die .,Carbonatkohlen:aure** des Substrats vor der Vergérung be- 
stimmten wir nach Braak. Hierzu dient das eingangs erwahnte ,.Kreide- 
muster’. Nach kraéftigem Durchschiitteln werden mit einer Pipette schnell 
25cem abgenommen und in einen sogenannten Extraktionskolben mit 
weiter Offnung gebracht. Die Pipette wird mit ausgekochtem destilliertem 
Wasser nachgespiilt. Unter gelindem Erwarmen wird die mit verdiinnter 
Schwefelséure frei gemachte Kohlensaéure durch einen kohlenséurefreien 
Luftstrom verdrangt und nach Trocknung mit konzentrierter Schwefel- 
séure und Calciumchlorid in einem Kaiiapparat aufgefangen. Die aut diese 


' Da alle unsere Stémme nach Vergarung einer glucosehaltigen Nahr- 
lésung unter anaeroben Bedingungen eine negative Voges-Proskauer- 
Reaktion zeigten, kommt die Bestimmung von Acetyl-methylearbinol und 
2, 3-Butylenglykol hier nicht in Betracht. 
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Weise bestimmte Kohlenséure wird dann aut den gesamten Kolbeninhalt 
umgerechnet. Zu diesem Werte wird dann die vor dem Versuch in der Lauge 
vorhandene Kohlen:auremenge hinzugezahlt. 


Nachdem nach beendeter Gaérung der Kolbeninhait mit ausgekochtem 
Wasser erganzt wurde, wird | Stunde lang ein kohlensaurefreier Luft- oder 
Stickstoffstrom hindurchgeleitet, wodurch die in der Fliissigkeit geléste 
Kohlenséure zum gr6Bten Teil in die Waschflaschen mit Lauge aufgefangen 
wird. Der Kolbeninhalt wird nach Messung seines Volumens mit eine 
bekannten Menge ausgekochten Wassers in einen groBben Kolben tiber- 
gesptilt, und nunmehr wird wieder ein Kreidemuster von 25 ccm genommen. 
Die Carbonatkohlenséure wird auf die oben beschriebene Weise bestimmt 
und auf die Gesamtmenge umgerechnet. 

Die in der Lauge vorhandene Kohlensaéure wird durch Titration be- 
stimmt. [Siehe Treadwell (5). } 

Flichtige Sduren. Nach Entnahme des Kreidemusters wird der Rest 
der ausgegorenen Loésung filtriert, und 100 cem des Filtrats werden sehr 
vorsichtig mit verdiinnter Schwetelsaure auf Kongoblau angesaéuert. Hierauf 
werden 1,5 Liter mit Wasserdampt iiberdestilliert und im Destillat die 
Summe von Essigsiure und Ameisensaure titrimetrisch, die Ameisensdure 
allein nach Fincke (6) bestimmt. Die Differenz gibt die Menge der Essigsdure. 
Die Ameisenséurebestimmung hat einen Fehler von 5°, die Essigsaure - 
bestimmung einen von 2 bis 5” 

Nichtjliichtige Sduren. Der Riickstand der Wasserdampfdestillation 
wird, nach Neutralisation mit Soda. auf dem Wasserbad eingeengt, mit 
2cem 50° iger Schwefelsiéure angesdiuert, mit wasserfreiem Natruimsulfat 
festgemacht und mit Ather extrahiert. Der Extraktionsriickstand wird in 
Wasser gelést und hierin die Summe von Milch- und Bernsteinsaure titri- 
metrisch |siehe Jan Smit (7)] bestimmt. Die AWJilchsdurebestimmung ge- 


schieht nach Friedemann und Kendall (8) |siehe auch Baars (9)}. Die 
Differenz gibt den Bernsteinsduregehalt. Milchséure 92 bis 97°, der theore- 
tisch anwesenden Menge, Bernstein: aure meistens 5°,, zu hoch. 


Ath ylalkohol. 500 cem der ausgegorenen und filtrierten Kulturfliissigkeit 
wird einer wiederholten Destillation unterworfen und im letzten Destillat 
der Alkohol nach Northrop (10) bestimmt. Fehler 1 bis 3° 

Glucose. Die Glucose wird vor und nach der Garung bestimmt nach der 
Methode von Luff, wie sie von Schoorl (11) austuhrlich beschrieben ist. 
Fehler + 2%. 


Glucosevergarung durch normale Typhus- und Paratyphusstamme. 


Scheffer hatte schon Bilanzen der Glucosevergarung durch zwei Typhus- 
stimme zusammengestellt. Wir wiederholten seine Untersuchung und er- 
ganzten sie mit einigen Vergaérungen von Glucose mit normalen (also gas- 
bildenden) Paratyphusstémmen. Aus hier nicht naéher zu erlaiuternden 
Griinden fiihrten wir mit diesen Bakterien auch einige Vergaérungen in 
einem Milieu aus, dem kein Natriumchlorid zugesetzt war. Die Ergebnisse 
sind in den Tabellen I, Il und III zusammengefaBt'!. 


! Nebenbei sei bemerkt, daB wir alle Garversuche in Duplo ausfiihrten, 
aber wegen Raumersparnis nur von jeder Gaérung ein Beispiel in Tabellen- 
form bringen. 
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Tabelle I. 


Stumm: 453 u. m. 1933 (Kontrolle Paratyphus). 
1% 


Substrat: , Peptonwasser, 0,5°,, Natriumchlorid, 2°, Glucose, 2°, Kreid 





0), des in der Substanz g-mol. pro 50 g-mol. vergorene 
enthaltenen Kohlen- Glueose. Fiir 2,85 g Bernsteinsdur 


Substanz 8 stoffs, berechnet auf wurde 4,35 g Glucose und 7,4 gm 
vergorene Glucose Acetaldehyd abgezogen 
Zugesetzte Glucose 35,10 
Wiedergefundene 
Glucose .... 0,66 Q 
Vergorene Glucose 34,44 100 COs H, CH; C i 
Wasserstoff .. . 0.311 — 46,5 — 
Kohlensaure . . . 581 13,7 47.6 — —- 
Kssigsture. . .. ) O91 Lyd — — 29,5 29,5 
Ameisensiure . . 0,663 1,2 4,3 4,3 -- 
Atbylalkohol . . . | 5,00 19,2 aaa 32.5 82,5 
Milchsiure. . . . 12,80 37,1 42.4 42.4 42.4 
Bernsteinsiure . . 2,85 8,4 - - -7.4 
Total: 96,7 93,4 96,2 97,0 


H,/CO, = 0,98, Essigsiure/Athylalkohol = 0,90, Glucose vergoren 
98,1 %. 


Tabelle II. 


Stamm: 203 f. e. 1952 (Kontrolle Paratyphus). 





Substrat: 1°, Peptonwasser, ohne Natriwmchlorid, 2°. Glucose, 2°, Kreide. 
9/9 des in der Substanz g-mol. pro 50 g-mol. vergorene 
, a enthaltenen Kohlen- Glucose. Fiir 1,36 g Bernsteinsiurs 
Substanz g ; - . : os ae A 
stoffs, berechnet auf wurde 1,65 g Glucose und 2,6 g-mo} 
vergorene Glucose Acetaldehyd abgezogen 


Zugesetzte Glucose 37,20 
W iedergefundene 


Glucose .... 4,00 , 
Vergorene Glucose 33,20 190 CO, H, CH, C% " 
Wasserstoff. . . . 0,294 — 42.0 
Kohlensaure .. . 8,86 18,1 57,5 - —_ 
Essigsiure . . . . | 6,11 18,3 a= — 29,1 29,1 
Ameisensaure . . | 0,856 1,8 5,3 5,3 — 
Athylalkohol . . . | 6,07 23,8 — 37,6 37,6 
Milchsiure. . . . 8,35 25,1 26,5 26,5 | 26,5 
Bernsteinsaure . . | 1,36 4,9 _ — 2.6 

Total: 92,0 89,3 82,3 | 90,6 


H,/CO, = 0,73, Essigsdure/Athylalkohol = 0,73, Glucose vergoren 
89,3 %. 
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Tabelle III. 


Stamm: Typhus 949 1933 (Kontrolle). 


Substrat: 1°, Peptonwasser, 0,5 °,., Natriumehlorid, 2°, Glucose, 2°,, Kreide. 








0}, des in der Substanz g-mol. pro 50 g-mol. vergorene 
. ca ‘ enthaltenen Kohlen- Glucose. Fiir 2,65 g Bernsteinsdure 
Substanz 5 stoffs, berechnet auf wurde 4,04 g¢ Glucose und 15,8 g-mol. 
vergorene Glucose Acetaldehyd abgezogen 
Zugesetzte Glucose 36,36 
Wiedergefundene 
Glucose .... 16,22 0 
Vergorene Glucose | 20,14 100 CO, Hy CH, ¢ 
H 
Kssigsaure . .. . 3,07 15.1 28,6 28.6 
Ameisensiure . . 3,47 | 11,2 42.1 42.1 
Athylalkohol . . . 2,34 15,1 28.4 28,4 
Milehsiure. .. . 8,94 44.4 55,5 55.5 55.5 
Bernsteinsaure . . 2.65 13,5 15,8 
Total: 99.3 97.6 97.4 96,7 
Essigsaure Athy lalkohol 1,00, Glucose vergoren 55,3 ° 


2 
¢ 


Bei Betrachtung dieser Tabellen ist das Folgende zu bemerken: 


Glucosevergarung durch normale Paratyphusstimme in einem Miliew mit 
0,5°., Natriumechloridzusatz. 


Die Garung verlief flott. Alle vergorenen Substrate (auch die von den 
Typhus- und den spéter zu besprechenden gaslosen Paratyphusstémmen) 
wurden eine Woche nach der Impfung analysiert. Die vorhandene Glucose 


war fast vollstandig vergoren. Die hierdurch dem Substrat entzogene 
Kohlenstoffmenge wurde praktisch vollkommen in den aus der Glucose 
entstandenen Dissimilationsprodukten wiedergefunden. Das Verhaltnis 


von Wasserstoff und Kohlensaéure einerseits und das von Essigsiéure und 
Athylalkohol andererseits naéherte sich auf befriedigende Weise der 1. 
Die Kohlenséure-Wasserstoff-Acetaldehydbilanzen, die auf die eingangs 
angegebene Weise berechnet wurden, zeitigten sehr befriedigende Ausbeuten. 
Hieraus darf man also schlieBen, daB sich die Glucosevergérung durch 
Paratyphusbakterien mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit in das eingangs 
allgemein behandolte Garungsschema einordnen lat; und zwar kann man 
des Naheren hieriiber aussagen, dai diese Bakterien bei der Glucosegérung 
nahezu vollstandig dem Ameisensdureschema tolgen, mit anderen Worten 
das intermediaér gebildete Methylglyoxalhydrat nahezu_ vollstandig in 
Acetaldehyd und Ameisenséure umsetzen, die ihrerseits fast quantitativ 
in Kohlensaéure und Wasserstoff gespalten wird. Auch die Annahme, dab 
die gebildete Bernsteinsadure ihre Entstehung einer primaren C,—C4-Spaltung 
der Kohlenstoffkette des Glucosemolekiils zu verdanken hat, scheint mit 
den Beobachtungen in Einklang zu stehen. 


Glucosevergarung durch normale Paratyphusstimme in einem Milieu ohne 
Natriumchlorid. 

Auch hier verliuft die Gaérung flott und zeigt im Prinzip dasselbe Bild, 

wie es eben besprochen wurde. Ein typischer Unterschied zu obigem liegt 

jedoch darin, daB die Quotienten H,/CO, und Essigséure /Athylalkohol, 
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obwohl einander gleich, betrachtlich von | abweichen. Hier hat also di 
CGlucosegarung nicht vollstandig nach dem Ameisensdureschema stattgefunder 
sondern ein Teil des Methylglyoxalhydrats hat sich in Brenztraubenséur 
und Wasserstoff umgesetzt. Diese Brenztraubensaéure ist dann weiter 2) 
Acetaldehyd und Kohlenséure zersetzt. Ein Teil dieses Acetaldehyds wird 
sich in &quivalente Mengen Essigsaure und Athylalkohol umgesetzt haben 
der Rest wird durch den erwahnten Wasserstoff direkt zu Athylalkoho 
reduziert worden sein. Kuppelung von Acetaldehyd zu Acetylmethy! 
carbinol und Reduktion dieser Verbindung zu 2, 3-Butylenglycol hat an 
scheinend nicht stattgefunden. Die Voges-Proskauer-Reaktion war dahe: 
auch immer negativ. Hiermit kann der von | abweichende Wert fiir di: 
Quotienten H,/CO, und Essigsaéure Alkohol erklart werden. 

Welches die Ursache dieser Erscheinung ist bzw. welche Rolle die Gegen 
wart oder das Fehlen von Natriumchlorid hierbei spielt, konnte nicht 
ergriindet werden. Es sei nur erwahnt, daB Scheffer einen ahnilichen Fa! 
bei einer Glucosevergérung durch einen Colistamm in Peptonwasser 1} 
schreibt. Diese Beobachtungen zeigen jedentalls wieder deutlich, wie seh: 
die Einzelheiten einer Glucosevergaérung von auBeren Bedingungen (z. B 
Elektrolytkonzentration %) abhangig sind, ohne daB hierdurch die Art de: 
Glucosevergérung in qualitativer Hinsicht wesentlich beeinfluBt zu werden 
braucht, eine Tatsache, auf de Scheffer und Braak schon aufmerksan 
gemacht haben. . 


Glucosevergdrung durch normale T yphusbakterien. 


Die in der Tabelle IIL wiedergegebenen Analysenzahlen schlieBen 
sich eng an die von Scheffer mitgeteilten an. Die Glucose wird in wesentlich: 
geringerem MaBe als durch die gasbildenden Staémme vergoren, woraut 
wir noch weiter unten eingehen werden. Der Quotient Essigsaure /Athy! 
alkohol ist gleich bzw. néhert sich dem Wert |. Es wird, auch relativ, 
wesentlich mehr Ameisensaéure gebildet, als dies bei den = gasbildenden 
Bakterien der Fall ist; diese Saéure wird nicht weiter in Kohlenséure und 
Wasserstoff aufgespalten. Auffallend ist die im absoluten Wert kleinere 
(geringere Glucosevergarung), relativ jedoch gréBere Menge Milchsaure. 
die ihre Entstehung der Stabilisierung von Methylglyoxalhydrat zu ver 
danken hat. 

DaB sich die Vergaérung von Glucose durch Typhusbakterien in einem 
natriumchloridhaltigen Milieu vollstandig durch das mehrfach erwahnte 
Garungsschema darstellen laBt, bedarf keiner besonderen Auseinandet 
setzung. Vgl. hierzu auch Scheffer, |. ce. 


Glucosevergdrung durch gaslose und aus diesen durch Uberimpfung diber 
Calciumformiat erhaltene gasbildende Paratyphusstdmme. 


Die Vergérung von Glucose mit diesen Stémmen wurde ganz aut 
dieselbe Weise wie mit den normalen Typhus- und Parat yphusstaémmen 
ausgefiihrt. Die ,,Gaslosigkeit** dieser Stémme wurde wahrend der Garung 
kontrolliert, indem dieselbe Apparatur verwandt wurde wie bei den Garungen 
mit gasbildenden Mikroben. Die im Mezylinder aufgefangene Menge 
..Wasserstoff'' war, nach Reduktion auf 0° und 760 mm, praktisch stets 
gleich dem Gasvolumen, das durch das Nachfiillen des Géarungskolbens 
nach Ablauf der Garung mit Wasser verdrangt worden war. D.h. diese1 
,.Wasserstoff*' war in Wirklichkeit nur im Anfang zugesetzter Stickstoft,. 
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und Gasbildung hatte nicht stattgefunden. Die erhaltenen Ergebnisse 
sind in den untenstehenden Tabellen IV, V. VI, VII, VIIL und IX zu- 
sammengefaBt. 

Tabelle IV. 
Stamm: ,,Nijmegen-Urin**, gaslos. 


Substrat: 1°, Peptonwasser, 0,5 °,, Natriumchlorid, 2°, Glucose, 2°, Kreide. 





0» des in der Substanz g-mol. pro 50 g-mol. vergorene 
i . enthaltenen Kohlen- Glucose. Fiir 2,28 g Bernsteinsdure 
Substanz & stoffs, berechnet auf wurde 3,48 g Glucose und 12,2g-mol. 
vergorene Glucose Acetaldehyd abgezogen 
Zugesetzte Glucose — 36,23 
Wiedergefundene 
Glucose .... 18,48 o 
Vergorene Glucose = 17,75 100 CO, Hy C Hy ¢ 
H 
Essigsaure . . . . 2,44 13,7 ~ — 25,7 25,7 
Ameisensaure . . 2,56 9.4 35,1 35,1 
Athylalkohol . . . 1,80 13,2 24,7 24,7 
Milchsaure. . . . 8,42 47.6 59,0 59,0 59.0 
Bernsteinsiure . 2,28 13,1 ~ — 12,2 
Total: 97,0 94,1 93,1 97,2 
Essigséure /Athylalkohol 1.04, Glucose vergoren 48,9 ° 


Tabelle V. 
Stamm: ,,Nijmegen-Urin*, gasbildend. 


Substrat: 1°, Peptonwasser, 0,5°,, Natriumchlorid, 2°, Glucose, 2°, Kreide. 





0/, des in der Substanz g-mol. pro 50 g-mol. vergorene 
ihnlans enthaltenen Kohlen- Glucose. Fiir 2,87 g Bernsteinsiure 
shaded occ 8 stotfs, berechnet auf wurde 4,38 g Glucose und 7,9 g-mol. 

vergorene Glucose Acetaldehyd abgezogen 

Zugesetzte Glucose 35,55 
W iedergefundene 

Glucose . . . . 38,61 0 
Vergorene Glucose 31,94 100 COs Hy CH, H 
Wasserstoff . . . 0,237 - — 38,7 
Kohlensaure . . . 5,82 12.4 43,2 — 
Essigsaure. . . . 5,04 15,7 - 27,4 27,4 
Ameisensaure . . 0,559 t,1 4,0 4.0 — 
Athylalkohol . . . | 4,29 17,5 30,4 30,4 
Milechsaure. . . . | 12,3 38,5 44.6 44.6 44.6 
Bernsteinsaure . . = 2,87 9,2 ~- - 7,9 

Total: 94.4 91,8 90,3 94,5 


H,/CO, = 0.90, Essigsaéure /Athylalkohol 0.90, Glucose vergoren 
2 2 : 
89,9 °. 
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Tabelle VI. 
Stamm:  ,,Nijmegen-Fdzes**, gaslos, 


Substrat: 


1°. Peptonwasser, 0,5 °,, Natriumchlorid, 2°, Glucose, 2 


Pot: 


90 


Kreicd 





0/9 des in der Substanz 
enthaltenen Kohlen- 
stoffs, berechnet auf 
vergorene Glucose 


Substanz 
Zugesetzte Glucose 36,07 


W iedergefundene 
Glueose 


12.87 

Vergorene Glukose 23,20 100 
15,4 
t1 
15,6 
52,8 


12,5 


3,57 
3,95 
2,78 
12,24 
2,86 


Essigsaure . 
Ameisensaure 
Athylalkohol . 
Milchsaure . 


Bernsteinsaure 


Total: 107,4 


g-mol. pro 50 g-mol. vergorene 
Glucose. Fiir 2.86 g Bernsteinsin: 
wurde 4,36 g Glucose und 11,6 g-mo! 
Acetaldehyd abgezogen 


CO; Hy 


— 28,4 
41,1 
28,9 


65,0 


41,1 


65,0 


106,1 106,6 


Essigsiure/Athylalkohol = 0,99, Glucose vergoren 64,3 °,. 


Tabelle VII. 


Stamm: ,,Nijmegen-Fdzes“, gasbildend. 


Substrat: 1°, Peptonwasser, 0,5 °, Natriumchlorid, 2°, Glucose, 2°, Kreide. 





%/9 des in der Substanz 
enthaltenen Kohlen- 
stoffs, berechnet auf 
vergorene Glucose 


Substanz 


Zugesetzte Glucose 35,84 


Wiedergefundene 
Glucose 


Vergorene Glucose 


0,14 
35,70 


0,302 
6,81 
6,20 
0,730 
4,67 
15,13 
0,84 


13,0 
17,4 
1,8 
17,8 
42,3 
2.4 


Wasserstoff 


Kohlensiure 
Essigsaure . 
Ameisensaure . 
Athylalkohol 
Milchsaure . 


Bernsteinsiure 


Total: 94,2 


H,/C O, = 0,97, Essigsdure /Athylalkohol = 


g-mol. pro 50 g-mol. vergorene 
Glucose. Fiir 0,84 g Bernsteinsdure 
wurde 1,28 g Glucose und 1,9 g-mol 
Acetaldehyd abgezogen 


87,8 87,5 96,8 


0,97, Glucose vergoren 99,9 ° 
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Tabelle VIII. 


»Schiedam*, gaslos. 


sfamem ¢ 


Substrat: 1°, Peptonwasser, 0,5 °, Natriumchlorid, 2°, Glucose, 2°, Kreide. 





0/9 des in der Substanz 
enthaltenen Kohlen- 
stoffs, berechnet auf 
vergorene Glucose 


g-mol. pro 50 g-mol. vergorene 
Glucose. Fiir 2,03 g Bernsteinsdure 
wurde 3,10 g Glucose und 6,9 g-mol 
Acetaldehyd abgezogen 


Substanz g 


Zugesetzte Glucose 35,58 
Wiedergefundene 


Glucose . . .. 10,038 0 
Vergorene Glucose 25,55 109 CO, Hy CH, H 
lissigsaure be 3.63 14,2 - — 289 28,9 
Ameisensiure . . 3,94 10,1 34,3 34,3 - 
\thylalkohol . . . 2.63 13,4 — 24,3 24,3 
Milchsaure. . . . 12,6 49.3 56,1 56,1 56.1 
Bernsteinsaure . . 2.03 8,1 _ — — 69 

Total: 95,1 99,4 85,8 104.4 
Essigsdure /Athylalkohol 1,05, Glucose vergoren 70,9° 


Tabelle IX. 


Stamm: ,,Schiedam*, gashildend. 


oO 


Substrat: 1°, Peptonwasser, 0,5 °,, Natriumchlorid, 2 °,, Glucose, 2°, Kreide. 





°/9 des in der Substanz 
enthaltenen Kohlen- 
stoffs, berechnet auf 
vergorene Glucose 


g-mol. pro 50 g-mol. vergorene 
Glucose. Fir 2,87 g Bernsteinsiure 
wurde 4,38 g Glucose und 7,3 g-mol. 
Acetaldehyd abgezogen 


Substanz x 


Zugesetzte Glucose | 34,75 
W iedergefundene 
Glucose ... 0,20 Oo 





Vergorene Glucose 34,55 100 CO, H, CH, C H 
Wasserstott 0,362 — a 54,0 — 
Kohlensaure 8,41 16,8 58,4 —~ 
Essigsaure . 6,96 20,1 — — 34,6 34.6 
Ameisensaure 0,636 1,2 4.1 4.1 ~- 
Atbylalkohol . 5,28 19.9 ~ 34,2 34,2 
Milchsaure . 19,24 29,7 34,0 34,0 34,0 
Bernsteinsaure 2.87 8.4 —- - — 7,3 
Total: 96,1 96,5 91,7 95,5 


H,/CO, = 0,95, 


99,4 °,. 


Essigséure /Athylalkohol 


1.01, Glucose 


vergoren 


Bei Betrachtung dieser Garungsbilanzen fallt sofort die gute Uberein- 
stimmung auf zwischen 
Typhusgérungen einerseits und zwischen der Glukosevergéirung durch die 
gasbildenden Staéamme und den normalen Paratyphusgérungen unter den 
gleichen Bedingungen andererseits (d.h. mit Zusatz von 05°, 


chlorid). 


den 


.gaslosen** 


Glucosever garungen 


und den 


Natrium- 
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Anders ausgedriickt: die gaslosen Staémme bauen das Glucosemoleki: 
auf dieselbe Weise ab wie ein Typhusstamm. In beiden Fallen ist i 
Essigséure-Alkoholquotient praktisch gleich 1. In beiden Fallen wird ei: 
wesentliche Menge Ameisensiure ungespalten im ausgegorenen Milieu vor 
gefunden, und durch beide Bakterienstimme wird die Bernsteinséiu 
(stets in ungefahr gleichen Mengen) sehr wahrscheinlich durch eine direkt; 
Spaltung des Glucosemolekiils in Ketten mit 4 bzw. 2 C-Atomen gebildet. 
Auch die gaslosen Paratyphusstémme vergéren die Glucose innerhalb von 
einer Woche nur unvollstandig. 

Die Gérungen mit den aus den gaslosen — kiinstlich erhaltenen 
gasbildenden Parat yphusstaémmen stimmen im wesentlichen mit der Glucos: 
vergarung durch die normalen Paratyphusstémme tiberein.  In_ beiden 
Fallen sind die Quotienten H,/CO, und Essigséure /Athylalkohol mitein 
ander gleich und nahern sich dem Werte 1. 

Die bei diesen Gairungen auftretenden Gase, Wasserstoff und Kohlen 
saure, verdanken ihre Entstehung also, ebenso wie dies bei der Glucose 
vergarung durch Paratyphusbakterien der Fall ist, héchstwahrscheinlic! 
der Zersetzung von intermediar gebildeter Ameisenséure, von der in beiden 
Fallen nur eine kleine Menge unzersetzt im ausgegorenen Substrat wieder 
gefunden wird. Auch die Bildung von Bernsteinséure 1aBt sich bei der 
Garung mit den gasbildend Gemachten durch die mehrfach erwahnte C,—(, 
Spaltung erklaren. [In allen Fallen fiihrt die Nachpriifung an Hand der 
Kohlenséure-Wasserstoff-Acetaldehydbilanzen zu sehr befriedigenden kr 
yvebnissen. Nur der gasbildende ,,Nijmegen-Fazes**-Stamm (Tabelle V1] 
bildet etwas mehr Milchsaéure als die Kontrollstémme; in dieser Tatsache 
kann jedoch kaum ein Wesensunterschied erblickt werden. In allen be 
schriebenen Fallen findet die Zersetzung der Glucose fast ausschlieBlich 
nach dem Ameisensdureschema statt. 

Zusammentassend kann also gesagt werden, daB der Abbau des Glucose. 
molekiils unter den gewahlten Bedingungen durch Paratyphusbakterien in 
analoger Weise erfolgt wie durch Typhusbakterien, mit dem Unterschied 
jedoch, daB die Paratyphusbakterien die intermediar gebildete Ameisen- 
siure in aquivalente Mengen Kohlenséure und Wasserstoff aufspalten, eine 
Leistung, zu der die Typhusbakterien nicht fahig sind. 

Die Glucosevergirung durch die gaslosen Paratyphusbakterien zeigt 
vollig das gleiche Bild wie die Typhusgaérungen, dagegen bauen die aus 
den gaslosen Stémmen erhaltenen gasbildenden Kulturen die Glucose genau 
so ab wie ,normale’ Paratyphusbakterien. 

Die unvollstindige Glucosevergarung durch T yphus- und gaslose 

Paratyphusbakterien. 

Sehr bemerkenswert ist die schon beiléufig erwaihnte Tatsache, dat 
die gasbildenden Kulturen eine 2 °,ige Glucoselésung (etwa 36 g in 1800 cem 
Kulturfliissigkeit, die 1°, Pepton enthalt) im Verlauf einer Woche nahezu 
vollstandig vergaéren, wahrend die gaslosen Staémme, einschlieBlich des 
verwandten Typhusstammes, stets nur eine teilweise Vergérung, die zwischen 
48 und 73°, variiert, zustande bringen kénnen. 

In Tabelle X sind diese Beobachtungen iibersichtlich wiedergegeben. 

Auch Scheffer macht auf diese Tatsache aufmerksam. Er bekam be! 
Glucosegéirungen unter Bedingungen, die sich mit unseren Versuchen 
vergleichen lassen, durch zwei Dysenteriestémme nur eine 30- bis 33 °oige 
Vergarung. 
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Tabelle X. 


Prozente der zugesetzten Glucose, von den verschiedenen 
Stammen vergoren. 





Gasbildende Stimme Gaslose Stimme 


0/9 ver- 
gorene Stamm 
Glucose 


Sub- | °/o ver- 
vag KOrene 
auras Glucose 


Sub- 


Stamm strat * 


453 u.m. 1933 (Kontrolle) 98,1  Typhus 949 1933 (Kon- 
203 f. e. 1932 a 1 99.5 OE a SRE Ss 55,3 
203 f. e. 1932 . 89,3. Typhus 949 1933 (Kon- 
453 u.m. 1933 is 89,5 MOUS. «ek 3 ecw 8 69,0 
, Nijmegen-Urin* — gas- »Nijmegen-Urin* — 
BHGORG «ccs s+ 89,9 oS Be are 63.9 
,Nijmegen-Urin“ — gas- »Nijmegen-Urin* — 
Ee ee 90.6 CS Se 48,9 
, Nijmegen-F azes“— gas- »Nijmegen-Fazes* — 
Le are amar 99,9 EE Ee 73,2 
.Nijmegen-}'azes*— gas- »Nijmegen-lazes* —- 
co ar eee 1 99,9 ORO ee ss 64,3 
,schiedam* gasbildend . 99,4 | ,Schiedam“ gaslos . . 73,1 
- x ‘ 1 99,4 is Fe er 70,9 
‘3 . “af é 96,7 
* Substrat 1 1 9/) Peptonwasser, 0,5 %/9 Natriumehlorid, 2°), Glucose, 2%» Kreide; 
Substrat 2 = 19/9 Peptonwasser, ohne Natriumchlorid, 2° ) Glucose, 2° 9 Kreide: Substrat 3 
= 39/, Peptonwasser, 0,5 °/9 Natriumchlorid, 2 °/, Glucose, 2°%/9 Kreide. 


Wenn man der Ursache dieser Erscheinung nachforscht, so findet man 
als einzigen wesenhaften Unterschied zwischen den beiden Glucose- 
vergéirungen, da® sich bei der Vergaérung von Glucose durch gaslose Staémme 
eine nicht unwesentliche Menge Calciumformiat anhéuft, wahrend dieses 
Formiat bzw. die ihm entsprechende Ameisensaiure durch die gasbildenden 
Staémme nahezu vollstandig in Kohlenséure und Wasserstoff gespalten wird. 
Am Ende einer Vergaétung durch gaslose Stamme betrigt die Ameisen- 
saurekonzentration das Zehntache von der bei einer Vergérung durch 
gasbildende Bakterien. 

Aus Untersuchungen von Stephenson und Stickland (12) kann man u. a. 
schlieBen, daB der Abbau der Glucose hauptsachlich durch Junge, lebens- 
kréftige bzw. stark sich vermehrende Zellen verursacht wird. Dies deckt 
sich vollkkommen mit unseren eigenen Beobachtungen bei der Vergarung 
mit gasbildenden Stémmen. Nach Impfung der Garungskolben dauerte 
es etwa 12 Stunden, bis die Gaérung in vollem Gange war. In den ersten 
zweimal 24 Stunden nach Eintritt der Garung war die entwickelte Wasser- 
stoffmenge stets gréBer als in den darauffolgenden viermal 24 Stunden, was 
mit der Verminderung der Zahl lebender Keime Hand in Hand geht [siehe 
Pot und Tasman (13)|. Eisenberg (14) stellte fest, daB das Formiatanion 
einen fiihlbar hemmenden EinfluB auf die Entwicklung verschiedener 
Mikroorganismen ausitibt. Man kann sich also sehr gut vorstellen, daB die 
betrachtlich héhere Formiatkonzentration bei den gaslosen Géarungen, 
unter sonst gleichen Bedingungen das Wachstum dieser Bakterien viel 
stirker hemmt als die sehr geringe Formiat konzentration bei den gasbildenden 
bakteriellen Garungen. Durch diese Annahme lieBe sich die geringe Glucose- 
vergarung erkliren. 
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Dab die hemmende Wirkung dieses Anions durch neu hinzutretend 
Faktoren stark beeintluBbar ist, ist auch schon mehrtach gezeigt word 
| Behring, Kroenig und Paul, Chick und Martin (15)]. So werden die andere: 
Nahrquellen des Substrats hierauf einen groBen EinfluB ausiiben kénne: 
Dies gelang uns nachzuweisen, indem wir eine Glucosevergétung dure} 
den gaslosen ,,Schiedam*'-Stamm in einem Medium ausfiihrten, das nebe: 
derselben Konzentration an Glucose und Kreide 3°, Pepton statt | 
enthielt, wie dies in allen anderen Versuchen von uns der Fall war. Die 
Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tabelle XI zusammengefaBt. 


Tabelle XI. 
Stamm: ,.Schiedam*, gastos. 


Substrat: 3°, Peptonwasser, 0,5 °, Natriumchlorid, 2°, Glucose, 2°, Kreid: 





° » des in der Substanz g-mol. pro 50 g-mol. vergorene 
ubetans enthaltenen Kohlen- Glucose. _Fiir 2.43 ¢ Bernsteinsiure 
stoffs, berechnet auf wurde 3,71 g Glucose und 6,5 g-mo 
vergorene Glucose Acetaldehyd abgezogen 


Zugesetzte Glucose 33,29 
W iedergefundene 
Glucose... . 1,09 
Vergorene Glucose 32,20 100 CO, Hy 


Essigsaure . . . . 3,41 10,6 18,9 
Ameisensaure . . 3,39 6,9 2o,0 23,3 
Athylalkohol sae 2,39 9,7 16.4 


Milchsiure. . . . 21,3 66,5 74,8 74,8 


Bernsteinsaure . . 2.43 Te — 
Total: 101.4 98.1 96,5 


0 


Essigsaure/Athylalkohol = 1,09, Glucose vergoren 96,7 °,. 


Man erkennt hieraus, daB die héhere Peptonkonzentration auf die 
Bakterienentwicklung bzw. Zellteilung einen so giinstigen EinfluB8 ausiibt. 
daB die Glucose, trotz der Anwesenheit von reichlich 3 g Ameisensaure, 
im ausgegorenen Substrat zu beinahe 97°, vergoren wurde. DaB die Ver 
garung im iibrigen ganz analog allen anderen gaslosen Vergaérungen verlief. 
bedarf keiner besonderen Erlauterung. Stephenson und Stickland (16 
haben nichts von einer hemmenden Wirkung des Formiats im angefiihrten 
Sinne bemerkt. Ihre Keimzahlungen erstrecken sich jedoch auf die ersten 
7 Stunden nach dem Zusatz des Formiats, zu einer Zeit alse, in der sich die 
Entwicklung der Bakterienkultur noch im logarithmischen Stadium be 
findet. Unsere oben wiedergegebenen Betrachtungen beziehen sich jedoch 
auf eine viel gréBere Zeitspanne, wahrend der die Bakterien schon lange 
die logarithmische Phase durchschritten haben werden. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Ubersicht tiber die Reaktionen gegeben, die sich 
bei der stufenweisen Glucosevergérung durch Bakterien der Coli-Typhus. 
Dysenteriegruppe abspielen. Alle diese Reaktionen lassen sich nach 
Kluyver, Scheffer, Braak u.a. in ein iibersichtliches und zusammen 
hangendes Schema einordnen. Die Konsequenzen eines solchen Schemas 
sowie die Anforderungen, denen es geniigen mub, werden besprochen 
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2. Neben einigen Kontrollversuchen mit normalen Typhus- und 
Paratyphusstammen werden Versuche beschrieben, bei denen Glucose 
unter anaeroben Bedingungen durch drei gaslose und, aus diesen durch 


Uberimpfung iiber einen calciumformiathaltigen Nahrboden erhaltene, 


gasbildende Paratyphusstamme vergoren wurde. 

3. Der Typhusstamm zersetzt die Glucose auf die gleiche Weise 
wie die normalen Paratyphusstimme, jedoch mit dem Unterschied, 
daB diese Bakterien die intermediar gebildete Ameisensaéure in aqui- 
valente Mengen Kohlensaiure und Wasserstoff aufspalten, eine Fahigkeit, 
die die Typhusbakterien nicht besitzen. 

4. Die gaslosen Stémme vergiren die Glucose genau so wie der 
Typhusstamm; die aus den gaslosen Stémmen erhaltenen gasbildenden 
Stamm? verursachen die gleiche Vergérung wie der normale Para- 
typhusstamm. 

5.- Auf einen bemerkenswerten Einflu8 des Vorhandenseins oder 
Fehlens von 0,5°, Natriumchlorid im Garungssubstrat wird die Auf- 
merksamkeit gelenkt. 

6. Die gasbildenden Kulturen vergiren die vorhandene Glucose 
nahezu vollstandig. Die gaslosen Kulturen bewirken, unter sonst 
gleichen Bedingungen, stets eine unvollstandige Vergarung der Glucose 
(schwankend zwischen 48 und 73°). Die Erklarung dieser Tatsache 
wird in der hemmenden Wirkung der bei der gaslosen Garung auf- 
tretenden Ameisensaure gesucht, die durch die gasbildenden Mikro- 
organismen in Kohlensdiure und Wasserstoff gespalten wird. 
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Uber den Einflu6 von Lipoiden 
auf die Elastizitit von Gelatinegelen. 
Von 
Philipp Bamberger. 
(Aus der Univ.-Kinderklinik Hamburg-Eppendortf.) 
(Eingegangen am 30. November 1933.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer vorhergehenden Arbeit (1) konnte gezeigt werden, daJ 
Zusiitze von Lipoiden den Quellungsumfang und die Quellungsart von 
Gelatinegel weitgehend verandern. Im Zusammenhang damit wurde 
die Frage untersucht, ob auch die elastischen Eigenschaften solcher 
Gele durch Lipoidzusitze beeinfluBt werden kénnen. Untersuchungen 
dieser Art erscheinen wichtig, weil die Elastizitat kontraktiler Elemente 
die physikalische Voraussetzung fiir Bewegungen bei héheren und 
niederen Tieren ist und weil z. B. fiir die Arbeitsleistung, Arbeits- 
ékonomie und Ermiidung des Muskels Umfang und Vollkommenheit 
der Elastizitat seiner Fibrillen nicht minder wichtig sein miissen als dic 
chemischen Vorgainge vor und wahrend der Kontraktion. 

Die Elastizitatseigenschaften von Gelatinegelen k6nnen mit 
geniigender Sicherheit gemessen werden. Sie miissen sich im Prinzip 
in den protoplasmatischen Gelen wiederfinden. Wir haben daher Gele 
dieser Art als Modell verwandt und an ihnen bei Kompressions- und 
Torsionsbelastung untersucht, welchen Einflu8 H-lonenkonzentration, 
Neutralsalze und Lipoide auf ihre Elastizitaétseigenschaften ausiiben. 


Versuche iiber die elastischen Eigenschaften der Gele bei einseitiger 
Kompression!. 


Die Reinigung des Materials und die Herstellung der Gelatine-Lipoid- 
gemische geschah nach denselben Grundsatzen wie bei den Versuchen tibet 
die Quellungsbeeinflussung. Aus den Gelgemischen mit 10°, Gelatine 


gehalt wurden Bl6cke von méglichst gleichen Kantenlingen (1 . 2,4 . 3,4 em) 
hergestellt und auf 0,l mm genau ausgemessen (2) (3). 

Versuchsanordnung. Der Gelatineblock konnte durch einen Stempe! 
komprimiert werden, der mittels eines Fadens an einer Schraube befestigt 
war. Der Stempel wurde so weit gesenkt, daB sein Gewicht eine eben merk 
bare, kleine Kompression hervorrief (1/j9 mm mit dem Okularmikromete! 
gemessen). Durch Abbrennen des Fadens wurde der Block voll belastet 

1 Uber Definition, Bestimmungsmodus und Berechnung der hier 
untersuchten elastischen Eigenschaften siehe Geiger u. Scheel, Handb. d. 
theor. Phys. 6, 60 und Winckelmann, Handb. d. Phys. 2, 436. 
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ind der Deformationsablauf wurde in 20facher Vergr6Berung auf ein 
Kymographion tibertragen. Die Temperatur im Raum wurde konstant 
vehalten und bei jedem Versuch abgelesen. 


Der Elastizitatsmodul der Dehnung bzw. einseitigen Kompression (EM D.) 

Fur die Berechnung des EMD. gilt das Hooksche Gesetz. Bei der 
Berechnung der Querschnittsinderung wahrend der Belastung (nach der 
Poissonschen Formel) wurde fiir die Elastizitaétszahl des Gels der Wert 0,5 
zugrunde gelegt. 

EMD. bei verschiedenem py: (Literatur siehe 4, 5, 6, 7, 8, 9). In 
unseren Versuchen zeigte sich ein flaches Maximum im isoelektrischen 
Punkt (Tabelle 1). Erst jenseits von py 6,9 bzw. 3,9 ist der Abfall der 
Kurve betrachtlich, und zwar starker im alkalischen Teil als im sauren. 
Bei mittlerer Belastung ist das Maximum bei py 4,7 etwas aus- 
gepragter als bei ganz kleiner und ganz groBer. 

Tabelle I. 


Elastizitatsmodul der Gelatine von verschiedenem pq_ bei 
steigender Belastung (EMD. in kg/qmm. 10). 





Druck 28 


2; IH 359 oH 4.8 59 In 69 In 8.4 
giemn PH Pu 3 pu PH Pu PH 


0,0605 2,58 2,84 2,62 2,38 0,49 
0,096¢ ) 2,64 3,27 2,88 2,38 0,56 
0,16: Ok 2,68 3,10 2,88 2,47 0,65 
0,331 2,54 2,79 2,37 2,07 —_ 
0,510 2,37 2,52 2,00 2,00 — 


Die Wirkung von Neutralsalzen auf den EMD. (3): Wir haben 
uns auf die Priifung von drei Salzen beschrankt: KJ aus der quellungs- 
fordernden, K,SO, aus der hemmenden Gruppe der Hofmeisterschen 
Reihe und KCl als Mittelglied. Die Zusaitze waren, auf die gesamte 
Menge des 10 °,igen Gelatinegels (px 6,9) berechnet, m/10. 


Tabelle IT. 
Anderung des EMD. der isoelektrisch gereinigten Gelatine durch 
Salzzusatze bei Belastung mit 0,163 g/qmm. (In Prozenten des 
urspriinglichen EMD.) 





Leerversuch +1,6%) KJ | +0,75%9 KCI | +1,7% 9 KoSO, 


100°, 80% +4% | 933% 243% |104%43% 


Das quellungsférdernde J’ erniedrigt den EMD., erhéht also die 
Deformierbarkeit! (EKD.), wahrend das quellungshemmende SO; 
umgekehrt wirkt. 


' Deformierbarkeit = Elastizitaitskoeffizient (EKD.) = reziproker Wert 
von EMD. 
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Eine ahniiche Parallelitét zur Hofmeisterschen Reihe kann aus de: 
Versuchen von Leick (3) errechnet werden, der jedoch mit gewohnliche: 
Gelatine und auBerordentlich hohen Salzkonzentrationen arbeitete. 


Tabelle III. 
Anderung des EMD. der Gelatine durch Kolloidzusatze (in Pro 
zenten der Vergleichsgelatine). 








Druck 7 8 S2 nf 30 
+ om Za r Se 
OMe SE RE Mice. 
g'qmm 2 aa) 
0,0965 100 75 102 100 s0 108 86 86 
0,163 100 70 110 96 71 10) 91 93 
0,243 100 71 106 92 73 98 96 96 
0,331 100 66 106 90 74 98 102 92 
0,402 100 68 111 91 79 104 100 108 
0,510 100 72 114 85 81 103 106 104 


Die Wirkung kolloider Zusdtze auf den EMD. (Tabelle III): Chole- 
sterin steigert den EMD., Lecithin verringert ihn, der Effekt ist bei 
pu 4,7 und 6,9 der gleiche. Zusatz von Cholesterin + Lecithin ergibt einen 
EMD., der ungefahr in der Mitte zwischen den beiden anderen Werten. 
aber etwas unter dem des Leerversuchs liegt, da die depressorische 
Wirkung des Lecithins gréBer ist als die steigernde des Cholesterins. 
Hier findet sich also ebenfalls der bei der Quellungskapazitat (1) und 
an lebenden Objekten (17) beobachtete Antagonismus der beiden 
Lipoide wieder. Bemerkenswert ist, ebenso wie bei der Quellung, die 
groBe Wirksamkeit der Kolloide gegeniiber der Salzwirkung: Die 
Yerringerung des EMD. der Gelatine durch ),4°% Lecithin ist ungefahr 
von derselben GréBe wie bei Zusatz von 3% NaCl. Die Erhéhung 
durch die gleiche Menge Cholesterin ist etwa ebenso groB wie die durch 
8°, Na,SO,. Glykogen, Triolein und Natriumoleat haben keinen 
sicher nachweisbaren EinfluB auf den EMD. des Gelatinegels. 


Die unvollkommene Elastizitat und die plastische Verformung 
bei Kompressionsdeformation. 


Man kann bei Belastung der Gelatineblécke an den Kurven des 
Kymographions drei verschiedene Grundformen des zeitlichen Ablaufs 
der Deformation beobachten (Abb. 1). Bei niederer Belastung stellt 
sich nach wenigen Zehntelsekunden das definitive Gleichgewicht 
cin (A). Bei Uberschreitung der Elastizitatsgrenze folgt auf die 
momentane Verkiirzung eine zweite langsamere (B), die nach 5 bis 30 Se- 
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kunden praktisch ihr Ende erreicht hat. Die Héhe 4 in der Kurve B 
entspricht der GréBe der plastischen Verformung und damit dem 
Grad der elastischen Unvollkommenheit. In ganz extremen Fallen (C) 
vehen momentane Verkiirzung und Nachverformung ohne Grenzen 
ineinander iiber (Literatur 10, 11, 12, 13). 

Da eine exakte Bestimmung der Elastizititsgrenze bei dieser Methode 
auf groBe technische Schwierigkeiten st68t, wurde bei einer mittleren 
Belastung, bei welcher 


alle Gelatinesorten | Beginn d. | | 
° y 
mehr oder weniger Belastung 


nach B reagierten, der 
Anteil (h) dieser plasti- 


schen Verformung an H 
der Gesamtdeforma- 
tion (HH) gemessen. i 

‘gi a h 
Diese Bestimmungs- wv 
methode gibt nun A B c 
auBerdem  Auskunft Abb. 1. 
iiber die Arbeitsékono- 1 2 
mie bei der Deformation: Die aufgewendete Arbeit ist: R = EKD. - Q eran 
Wenn L (Lange), P (Kraft) und Q (Querschnitt) bei zwei zu vergleichenden 


R, EKD, 
R, EKD, 
verhalten sich die zur Deformation aufgewendeten Energien wie die 
Elastizitatskoeffizienten der beiden Kérper: Der  Elastizitatskoeffizient 
unserer Gelatineproben ist also unter dieser Bedingung ein MaB fiir die 
geleistete Deformationsarbeit. Bei vollkommener Elastizitét der Kérper 
kann die ganze Deformationsarbeit wiedergewonnen werden, bei plastischer 
Verformung wird aber nur ein Teil zuriickerhalten und der Rest geht 
(durch innere Reibung usw.) verloren. Wenn wir also den prozentualen 
Anteil der plastischen Verformung an der Gesamtdeformation hei mehreren 
gleich groBen elastischen Kérpern vergleichen, so erhalten wir ein gewisses 
Ma8 fiir den Verlust der aufgewendeten Arbeit, d.h. also ein Ma® fiir die 
Arbeitsékonomie des Systems. 


K6rpern identisch sind, so ist .d.h. unter diesen Umstanden 


Da diese Berechnung wegen der Inkonstanz des EKD. wahrend der 
Belastung nur in erster Annaherung gilt, werden die Ergebnisse nur zur 
Aufstellung einer GréBenreihe herangezogen. 

Der EinfluB der H-Ionenkonzentration auf die plastische Verformung 
(Abb. 2): Im isoelektrischen Punkt ist die plastische Verformung 
gering, je alkalischer die Gelatine wird, um so unvollkommener elastisch 
wird das Gel, und um so geringer wird die Arbeitsébkonomie. Recht 
iiberraschend ist, daB sich die plastische Verformbarkeit jenseits des iso- 
elektrischen Punktes bis weit ins Saure hinein iiberhaupt nicht andert. 

Die gepriiften Neutralsalze, KJ, KCl und K,S0, erhéhen alle drei 
die plastische Verformbarkeit in geringem Mae: Sie betrug (bei 
pu 6,8) 36 bis 40% der Gesamtdeformierbarkeit gegeniiber 28°, bei 
der Leergelatine. Eine Differenz in der Wirkung der drei Salze unter- 
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einander, wie sie in den Versuchen iiber den EMD. festgestellt wurd 
konnte hier nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden. 

Der EinfluB der Kolloide auf die plastische Verformbarkeit de 
Gelatine von pu 4,8 und 6,9 (s. Abb. 2) geht mit ihrer Wirkung auf di 
Gesamtdeformierbarkeit bei gleicher Belastung (EKD.) weitgehend 
parallel. Lecithin und taurocholsaures Natrium steigern beide Eigen 
schaften. Cholesterin tritt beide Male als Antagonist des Lecithins aut 
Cholesterin plus Leci- 
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Es k6énnen also 
folgende GréBenreihen 
iiber den EinfluB der 
Zusitze auf die plas. 
tische Verformbarkeit. 
d. hh. auf den Energie- 
verlust bei Deforma- 
tionund Deformations- 
riickkehr von Gelatine- 
gelen hier aufgestellt 
werden: 
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Gel. + Lec. 
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Prozentualer Anteil der plast Verformung an der Gesamt-Def- 


Gel.+ tau Na 
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1. Energieverlust 
bei verschiedener H- 
Ionenkonzentration: 





Plastische Deformation des Gelatinegels bei 
" 9 cor 
Kompressionsbelastung. PH 2,8 3,9 4,8 


(59 < 6.9 S84. 
2. Energieverlust bei Salzzusitzen n/10: ohne Zusatz < KJ 
= KCl = K,S0,. 

3. Energieverlust bei Kolloidzusitzen: Cholesterin < ohne Zusatz 
Triolein = Glykogen = NaOl. < Lecithin + Cholesterin < tau. Na 
Lecithin. 

Bei den meisten der untersuchten Zusitze ist ein Parallelismus 
in der Wirkung auf die gesamte und auf die plastische Verformbarkeit 
vorhanden (s. Abb. 3): OH’, Lecithin, tau. Na, KJ und KCl steigern 
beide Eigenschaften, Cholesterin driickt beide. Eine Ausnahmestellung 
nehmen ein: das H-Ion, welches nur die Gesamtdeformierbarkeit 
steigert und die plastische unbeeinfluBt labt, und K,S O,, das die Gesamt- 
deformierbarkeit verringert, die plastische aber erhéht. Ferner gleicht 
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der EinfluB auf die plastische Deformation wenigstens qualitativ dem 
auf den Quellungsumfang der Gele, d.h. quellungsférdernde Zusitze 
steigern auch die plastische Verformung und umgekehrt. Quantitativ 
sind allerdings recht betrachtliche Unterschiede vorhanden. Taurochol- 
saures Na fallt als einziges véllig aus der Reihe heraus, da es nur eine 
Wirkung auf die mechanischen Eigenschaften zeigt, aber keine auf die 
Wasseraufnahme. 








rr m ae 
Gelatine von verschiedenem Dy, | Selat Soa | Gelat. + Kolloide Zusatze 


bezogen aut (soe/. Gel.= 100 aut KC1-Gel=100, bez. auf Leer ~Gelatine | 
Py28  Dy39  Dy59 Dy69 Dy89| KJ KpS0y | Lec Chol L+Ch. tau Na| 


100 | T 200 | ili ff 




















Co Anderung der fuellungskapazitat 
Anderung des Elastizitétskoefizienten 
©) Anderung der plastischen Verformung 

eS | 








Abb. 3. 


Elastische Nachwirkung und Ermiidung bei Kompressionsdeformation: 
Belastungen im Gebiet der unvollkommenen Elastizitat bewirken neben 
der plastischen Deformierung des Kérpers auch, daB die vollstandige 
Riickkehr in den alten Zustand erst lange Zeit nach Aufhéren der Kraft- 
einwirkung erfolgt. Deshalb zeigt sich bei der zweiten Belastung eine ge- 
ringere Deformierbarkeit als bei der ersten. Diese ,,Ermiidung" tritt ohne 
irgendeine chemische Reaktion ein und ist als reversible — Ver- 
anderung der Gelstruktur durch die erste Deformation zu deuten. Nach 
der zweiten bzw. dritten Belastung hat sie innerhalb der Fehlergrenze 
unserer Methode ihren Héhepunkt erreicht. 

Nach ihrer Wirksamkeit auf die Ermiidung der Gele angeordnet, 
ergibt sich folgende GréBenreihe der kolloiden Zusitze: Lecithin — tau. 
Na > NaOl. Triol. > Glyk. Gel. ohne Zusatz > Chol. Lecithin 
und tau. Natrium, welche die gesamte und die plastische Ver- 
formung des Gelatinegels steigern, erhéhen also auch ihre Ermiidbarkeit. 
In der gleichen Richtung, aber in geringerem Mae, wirken Na-Oleat 
und Triolein. Cholesterin ist das einzige Kolloid, das sie verringert. 

Interessant ist nun der Vergleich aller in der vorhergehenden und 
in der vorliegenden Arbeit gepriiften Wirkungen lipoider Zusatze auf 
die physikalischen Eigenschaften der Gelatinegele. 

L. Die Quellungskapazitat (Quellungsumfang): Lec. > Lec. -+ Chol. 
= Gel. ohne Zusatz = tau. Na = NaOl. Triol. Glyk. > Chol. 
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2. Anteil des gebundenen Wassers (Quellungsart): Lec. > tau. Na 
- ohne Zusatz > Chol. 

3. Die Deformierbarkeit (EKD.) im Gebiet der vollkommenen 
Elastizitat: Lec. > tau. Na > Triol. = NaOl. = Chol. + Lec. = ohne 
Zusatz > Chol. ; 

4. Die plastische Verformung (Energieverlust): Lec. > tau. Na 
> Chol. + Lec. > NaOl. Triol. = Glyk. ohne Zusatz > Chol. 

5. Ermiidbarkeit: Lec. ~~ tau. Na > Chol. + Lee. = NaOl. = Triol. 

Glyk. ohne Zusatz > Chol. 

Durchgehend steht Lecithin am Anfang, Cholesterin am Ende jeder 
Reihe. Alle iibrigen Zusiatze lassen eine sichere Wirkung auf die ge- 
pruften Eigenschaften vermissen, mit Ausnahme des taurocholsauren 
Natriums, das simtliche elastischen Eigenschaften ,und die Menge des 
gebundenen Wassers im gleichen Sinne, aber in geringerem Ausmal 
beeinfluBt wie Lecithin, den Quellungsumfang aber nicht andert. 


Versuche iiber die elastischen Eigenschaften bei Torsions- oder 
Scherungsbelastung. 

Bei Torsionsschwingungen werden die Teilchen des schwingenden 
K6rpers ohne besondere éuBere Formveranderung und nur fiir Bruchteile 
einer Sekunde durch Scherung deformiert, trotzdem ist aber die elastische 
Beanspruchung ziemlich groB, da sich die Scherung bei jedem Hin- und 
Hergang innerhalb einer oder weniger Sekunden wiederholt. Es kommt 
dadurch auBerordentlich leicht zu einer Lockerung des Gitterverbandes, 
d. h. zu einer ,,inneren Zermiirbung* und ,,Ermiidung**, ohne die bei Kom- 
pressionsermiidung vorhandene Gefahr von Kontinuitaétstrennung. Deshalb 
haben wir Versuche mit Torsionsschwingungen angestellt, um die Ergebnisse 
der Kompressionsbelastung zu kontrollieren. 

Die Versuche wurden an 12 bis 13 cm langen und 0,4 em dicken Gelatine- 
zylindern von 10 und 20°, Gelatinegehalt angestellt. Versuchsanordnung, 
Ablesung und Berechnung geschah in der iiblichen Weise. 

In Ubereinstimmung mit dem Resultat des Kompressionsversuchs 
stellte sich heraus, daB Cholesterinzusatz den Elastizitatskoeffizienten 
steigert, Lecithin und taurocnolsaures Natrium ihn stark verringert 
und Glykogen ohne Einflu8 bleibt. Na-Oleat und Triolein bewirken 
eine geringe Senkung, ahnlich wie im Kompressionsversuch bei niedriger 
Belastung. 

Das log. Dekrement der Démpfung bei Torsionsschwingungen ist 
ein Ma8 fiir die innere Reibung und Ermiidung des untersuchten 
Korpers, da die Luftdampfung als praktisch konstant und relativ klein 
vernachlassigt werden kann. Im allgemeinen steigt das log. Dekrement 
mit der Amplitude an (14). Da wir bei unseren Untersuchungen nicht 
diese normalen Verhaltnisse, sondern mit steigender Verdrillung ein 
Fallen des Dekrements fanden, geniigt hier auch die tibliche Erklarung 
der Dampfung durch die einfachen Reibungskrafte nicht. Man muf 
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vielmehr annehmen, da8 die Schwingungsbelastung bei unseren Gelatine- 
gelen, sobald sie einen bestimmten Betrag iiberschreitet, eine Um- 
gruppierung des Micellarverbandes in einen neuen Zustand bewirkt, der 
eine geringere innere Reibung hat als der urspriingliche (15). Wahr- 
scheinlich bestehen zwischen dieser Erscheinung und der haufig beob- 
achteten Thixotropie von Gelatinegelen engere Zusammenhange. 

Die Kurven (Abb. 4) zeigen die Werte des log. Dekrements 2. Die 
Streuung betrug im Durchschnitt 0,005 = etwa 10°,. Bei Winkeln unter 
% bis 10° konnten die Beobachtungen nicht verwendet werden, da hier die 
Ablesungsfehler zu groB wurden. An jedem Gelatinezylinder wurde zuerst 
die Dampfung bei ganz kleinen Schwingungen zwischen 20 und 10° be- 
stimmt, dann bei mittleren zwischen 60 und 20° und zuletzt bei ganz groBen. 
Diese drei Kurvenaste von ein und demselben Gelatinezylinder wurden als 
Kurvenzug zusammengefaBt. 


| | lan Gelat mit Neutralsale. | 
Ge/lat. von versch. Dy | ‘> Kz S0y 
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Dampfung (4) bei Torsionsschwingungen zwischen 10 und 90°, 


Bei der Deutung der Kurven sind zwei Gesichtspunkte zu_beriick- 
sichtigen: Erstens die Lage der Kurvenziige, d. h. der mittlere Wert fiir 2 
in dem beobachteten Gebiet, und zweitens ihre Form. Je gréBer der Mittel- 
wert, desto gréBer die Dampfung, desto gréBer also die innere Reibung, 
d.h. der Widerstand gegen die Umgruppierung der Micellarverbande in 
den reibungsérmeren Zustand. Beziiglich der Kurvenform bedeutet das 
Absinken mit steigendem Torsionswinkel, daB bei kleineren Verschiebungen 
der Teilchen das urspriingliche Gefiige des Gelatinegels geniigend stabil 
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ist, die Dampfung also der inneren Reibung des unveranderten Gels ent- 
spricht. Bei starkerer Tordierung geht aber der Zusammenhang der Teilchen 

ohne grébere Kontinuitatstrennung — so weit verloren, daB eine Um- 
gruppierung in den reibungsaérmeren Zustand mehr oder weniger voll- 
standig erfolgt. Die gerade verlaufenden Kurven sind alle zugleich paralle! 
der Abszisse, d.h. die Reibungsverluste sind nicht abhangig vom Torsions 
winkel. Da diese Kurven auBerdem (mit Ausnahme der K,S O,-Gelatine 
auBerordentlich niedrig liegen, ist die Annahme naheliegend, daB hier 
bereits bei ganz kleinen (von uns nicht gemessenen) Torsionswinkeln det 
Zusammenhalt der Teilchen so weit gelockert ist, daB der Sprung in den 
Zustand der geringeren Reibung erfolgt. 


Abhdngigkeit der inneren Reibung vom py bei Drillung (siehe Abb. 4). 
Die Lage der Kurven zeigt ein ausgepragtes Maximum im isoelektrischen 
Punkt. Gelatine von px 2,8 und 8,4 konnte wegen ihrer geringen 
Stabilitat nicht gemessen werden. Die Form der Kurven: Fir px 4.7 
5,9 und 3,9 fallt der Wert von / mit steigendem Torsionswinkel, d. h. die 
Umgruppierung der Teilchen in den reibungsirmeren Zustand wird mit 
stirkerer Tordierung immer haufiger. Bei Gelatine von py 7,9 ist 
dagegen der micellare Zusammenhalt so gering, daB dieser Sprung 
bereits bei ganz kleinen Torsionsdeformationen erfolgt. 


Abhdngigkeit der inneren Reibung von Neutralsalzzusdtzen bei Drillung. 


Der Mittelwert von / liegt bei KCl- und K,SQ,-Gelatine auBber- 


ordentlich hoch, wahrend er fiir KJ-Gelatine stark erniedrigt ist. 
Die Kurvenform von KCl-Gelatine ist besonders bemerkenswert, sie 
zeigt ein Maximum bei 8 bis 14°, um dann erst wie die anderen abzufallen, 
d.h. die Auflockerung des Micellargefiiges erfolgt erst durch starkere 
Verdrillung als bei Gelatine ohne Zusatz. Diese Erscheinung zeigte 
sich bei keiner der anderen Proben. Auch K,SO,-Gelatine fallt aus der 
seihe der iibrigen heraus: sie zeigt selbst bei ganz erheblicher Torsion 
groben Widerstand gegen die Umgruppierung. 


Abhdngigkeit der inneren Reibung von Kolloidzusdtzen bei Drillung. 
Der Mittelwert der Kurve ist bei Cholesteringelatine héher als bei 
Leergelatine. Lecithin, Glykogen und taurochols. Na verringern den 
Widerstand gegen die Umgruppierung, denn der Mittelwert der Kurve 
liegt tiefer als bei Leergelatine. Die Form der Kurve wird nur durch 
Lecithinzusatz verandert. 
Die GréBenreihen der hier gewonnenen Ergebnisse lauten: 
I. EinfluB des px: 4,8 > 5,9 = 3,9 > 7,9. 
II. EinfluB von Neutralsalzzusitzen: K,SO, = KCl > ohne 
Zusatz > KJ. 
II]. Einflu8 der Kolloidzusitze: Chol. > ohne Zusatz > Glyk. 
> tau. Na > Lee. 
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Die innere Reibung bei Torsionsschwingung und die plastische 
Deformation bei Kompressionsbelastung stehen im umgekehrten 
Verhaltnis zueinander. Bei vollkommener Ubereinstimmung der 
Resultate beider Versuche miiSten also die niedrigsten Werte der 
plastischen Deformation den héchsten der inneren Reibung entsprechen 
und umgekehrt (vgl. S. 373). Diese Forderung ist in hohem MaBe bei 
den Kolloidzusatzen erfiillt. Beim EinfluB des py zeigen sich dagegen 
recht deutliche Unterschiede im sauren Gebiet, und ganz besonders 
auffallig sind sie bei Neutralsalzzusétzen. Die Erklarung fiir diese 
Unstimmigkeit liegt darin, daB die Beanspruchung des Gelgeriistes 
bei Torsionsschwingungen von der bei reiner einseitiger Kompression 
sehr verschieden ist. 


Ermiidung bei Torsionsbelastung. 

Bei Wiederholung der Torsionsschwingungen mu sich eine Er- 
miidung des Gels in einer Anderung der Dampfung auBern, d.h. der 
Mittelwert von 4 muB niedriger liegen als beim ersten Male. Nun stellen 
die Schwingungen selbst schon eine gehaufte Wiederholung der gleichen 
Belastung dar, so daB also bereits beim ersten Versuch Ermidungs- 
erscheinungen auftreten. Dieser Effekt konnte dadurch weitgehend 
verringert werden, daB jede Probe zuerst bei kleinen Torsionswinkeln 
gepruft wurde und dann erst bei mittleren und groBen. 

Es zeigte sich, daB die Ermiidung bei Gelatine von verschiedenem 
pu stets von ungefahr gleicher GréBenordnung ist. Eine Ausnahme 
machten stark alkalische Reaktionen, wobei das Gel besonders leicht 
ermtidbar war. Die Ermiidung bei KCl-Zusatz ist relativ groB, und zwar 
wird nicht so sehr der Wert von / bei kleinen Torsionswinkeln als viel- 
mehr der Endwert der Kurve betroffen. Cholesterinzusatz erhéht die 


Ermiidung ziemlich stark, hier ist aber der Anfangswert besonders in 
Mitleidenschaft gezogen. Lecithin ergibt eine Ermiidungskurve, welche 
ungefahr der des Cholesterins bei hohen Torsionswinkeln entspricht. 


Zusammenfassung und Besprechung der Ergebnisse. 


Der Elastizitatsmodul der Dehnung (EMD.) und der Scherung 
reiner aschefreier Gelatine hat in der Nahe des isoelektrischen Punktes 
ein flaches Maximum, bei Verschiebung des px unter 3,8 bzw. iiber 6,9 
sinkt er rasch. Auch Neutralsalzionen kénnen den EMD. andern, und 
zwar wird er durch Cl’ und J’ erniedrigt, durch SO; erhéht. Von 
kolloiden Zusatzen erniedrigt ihn Lecithin und taurocholsaures Natrium, 
Cholesterin wirkt ebenso wie in anderen Fallen (17) als Antagonist des 
Lecithins und steigert den EMD. oder hebt die Lecithinwirkung auf. 

Die Neigung zu plastischer Verformung wird im gleichen Sinne 
beeinfluBt wie der Elastizitatskoeffizient. Sie wird also im allgemeinen 
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um so gréBer, je starker deformierbar das Gel ist. Bei der Dehnungs- 
bzw. Kompressionsdeformation wird sie durch OH-Ionen in héheren 
Konzentrationen, durch Lecithin und taurocholsaures Natrium, sowie 
durch alle untersuchten Anionen (Cl’, SO; und J’) erhéht. Alle diese 
Zusatze wirken dadurch ungiinstig auf die Arbeitsékonomie bei der 
Deformation der untersuchten Gele. Einen giinstigen EinfluB auf dic 
Ausnutzbarkeit der Energie hat von den hier untersuchten Zusdtzen nur 
das Cholesterin. Bei Torsionsschwingungen wirken wie bei der Kom- 
pression OH-lonen und KJ steigernd auf die plastische Verform- 
barkeit, wahrend KCl und K,SQ, den entgegengesetzten Effekt haben. 
Die phvysikalische Ermiidbarkeit der Gele geht im allgemeinen ihrer 
Neigung zu plastischer Verformung annahernd parallel. 

Unsere Ergebnisse gestatten gewisse Ausblicke auf die Fragen der 
Muskelkontraktion. Das Gelatinemodell zeigte zwischen pu 7 und 8 
einen starken Anstieg der Deformierbarkeit. Dieser py-Bereich liegt 
zum Teil innerhalb der Grenzen, in denen sich die H-lonenkonzentration 
des Muskels wahrend seiner Tatigkeit verschiebt (px 7,3 und 6,6). 
Nach den neuesten Untersuchungen von Embden iiber die Spaltung der 
Kreatinphosphorsaure bei der Kontraktion scheint dem Abfall des 
px ein kurzes Ansteigen vorauszugehen, sodaB also die tatsiachliche 
Schwankung noch weiter ins alkalische Gebiet hineinragt. Es ware 
deshalb nachzuprifen, ob die beiden HaupteiweiBkérper des Muskel- 
stromas, Myosin und Myogen, deren isoelektrischer Punkt ungefahr bei 
der gleichen aktuellen Reaktion liegt wie der von Gelatine (zwischen 
pu 4,4 und 5,9), ahnliche Elastizitatsinderungen innerhalb der physio- 
logischen Schwankungsbreite des Muskel-py zeigen. Die Frage, ob sich 
der Elastizitatskoeffizient des kontraktilen Elements durch die py-Ver- 
schiebung wahrend der Kontraktion andert, kénnte dadurch, losgelést 
von allen stérenden Einfliissen, die bei Untersuchungen am Muskel- 
praparat selbst nie auszuschlieBen sind, einwandfrei untersucht werden. 

Fiir die Arbeitsékonomie des Muskels ist nicht nur der Gewinn an freier 
Energie aus den chemischen Prozessen und der Verlust bei der Umwand- 
lung der freien in potentielle mechanische Energie maBgebend, sondern 
auch die jeweilige elastische Vollkommenheit des kontraktilen Elements. 
In unserem Gelatinemodell erwiesen sich, soweit sie dem Gel in physio- 
logischen Konzentrationen zugesetzt waren, OH’, Lecithin und Chole- 
sterin als besonders wirksam. Cholesterin ist der einzige Stoff, der in 
physiologischen Konzentrationen sowohl im Kompressions- wie im Tor- 
sionsversuch die Arbeitsikonomie der Gelatinegele steigerte, wahrend OH’ 
und Lecithin sie driickte. In Ubereinstimmung damit steht die von 
Embden und Lawacek gefundene Tatsache (16,17), daB beim Kaninchen 
der Cholesteringehalt in den Muskeln mit ausgesprochener Dauer- 
leistung gréBer ist als in der gewéhnlichen weiBen Skelettmuskulatur. 
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Fir die Ermiidbarkeit des Muskels gelten ahnliche Uberlegungen. 
Milchsaure, Phosphorséure und andere bei der Verkiirzung entstehende 
Stoffe spielen sicher eine wesentliche Rolle bei der Ermiidbarkeit. Es 
darf aber nicht vergessen werden, daf durch die mechanische Defor- 
mation der Fibrille allein schon physikalische Strukturanderungen im 
Sinne einer Zermirbung und Ermiidung der kontraktilen Substanz 
auftreten miissen. Da die Verkiirzung des Muskels bis zu 40°, und 
mehr betragen kann, muB die elastische Beanspruchung der Fibrillen 
als sehr groB bezeichnet werden, und eine Strukturzermirbung ist ja 
um so sicherer zu erwarten, je gréBer die Deformation ist. 

Die Ermiidbarkeit unserer Gele wurde um so geringer, je mehr man 
sich von der alkalischen Seite her dem isoelektrischen Punkt der 
Gelatine naherte. In unserem Modell wiirde also die Entstehung von 
Milchsdure wahrend der ,,Verkiirzung™ einer physikalischen Ermiidung 
geradezu entgegenwirken, solange sie nicht in so unphysiologisch hohen 
Konzentrationen auftritt, daB das py unter 4,7 sinkt. Die ermiidende 
Wirkung der Milch- und Phosphorséiure und anderer Ermiidungs- 
stoffe kann dadurch zustande kommen, dab entweder die Produktion 
chemischer Energie oder ihre Umwandlung in mechanische erschwert 
wild, oder daB die physikalische Struktur der kontraktilen Elemente 
verandert wird. 
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Uber die Zusammensetzung des reinen Darmsaftes 
aus dem untersten Abschnitte des Ileums beim Menschen. 


Von 


A. Biekel und H. R. Kanitz. 


(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Marz 1934.) 


In einer gemeinsam mit H.J. Wagner ausgefiihrten Arbeit hat 
der eine von uns [ Bickel (20)] Beobachtungen iiber den Sekretions- 
mechanismus des menschlichen Diinndarms mitgeteilt, die an einer 
Patientin mit Thiryscher Ueumfistel gewonnen worden waren. 


Das wesentliche Ergebnis dieser Arbeit ist folgendes: Der Mechanismus 
der Darmsaftsekretion besteht aus zwei Komponenten: einer humoral- 
chemischen und einer nerv6és-reflektorischen. Die mechanische und chemi- 
sche Reizung der Darmschleimhautoberflache ist der ..unbedingte Erreger* 
fiir die reflektorische Erregung der Darmdriisen; der hierdurch ausgeléste 
unbedingte Reflex wirkt nur streng lokal auf die gereizte Schleimhaut- 
partie und stellt entwicklungsgeschichtlich die friiheste Form der nervésen 
Erregung der Darmdriisen dar. Wahrend nun beim Hunde dieser ,,un- 
bedingte Reflex** die nervése Erregung der Darmdriisen fast ausschlieBlich 
beherrscht, erfolgt beim Menschen die nervése Erregung der Darmdriisen 
nicht nur auf dem Wege dieses ,,unbedingten Reflexes‘*, sondern in fast 
noch gréBerem Umfange auf demjenigen eines in der aufsteigenden Ent- 
wicklungsreihe neu hinzugekommenen ,,unbedingten Reflexes“, eines ,,addier- 
ten Reflexes*', der die Tatigkeit der Darmdriisen in der aufsteigenden Ent- 
wicklungsreihe in zunehmende Abhangigkeit von der GroBhirnfunktion, 
insbesondere von psycho-physiologischen Prozessen bringt. Infolgedessen 
entsteht beim Menschen eine Darmsaftsekretion nicht nur durch lokale 
Darmschleimhautreizung, sondern auch schon durch die Erregung kapitaler 
Sinnesorgane, vor allem der Geschmacksorgane. 

Ferner ging aus den Beobachtungen, in Bestatigung diesbeziiglicher 
Angaben in der Literatur, hervor, daB beim GenuB verschiedener Nahrungs- 
mittel die GréBe der Darmsaftsekretion beim Menschen Unterschiede zeigt ; 
sehr kraftige Erreger sind Alkohol, Fleisch, Aminoséuren und Pankreas- 
pulver, schwachere Erreger Fette und Kohlehydrate. 

Unsere vorliegenden Untersuchungen sollten zwei Fragen klaren; 
einmal die Zusammensetzung des reinen menschlichen J[leumdarm- 
saftes und zum anderen die Frage, ob eine Beziehung zwischen fermen- 
tativer Zusammensetzung dieses Saftes und der Art der die Darmsaft- 
sekretion auslésenden Nahrungsreize besteht. Diese letzte Frage ist 
in der Literatur nur gestreift worden, ganz abgesehen davon, dab 


iiberhaupt noch keine genaueren Untersuchungen tiber die Zusammen- 
setzung des reinen menschlichen Ilewmsaftes vorliegen. Bei unserer 
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Versuchsperson gelang es jedenfalls nicht, einen Einflu8 der Art der 
Nahrung auf die fermentative Zusammensetzung des Sekretés nach- 
zuweisen. Einige orientierende Versuche nahm Herr Prof. J. Wohl- 
gemuth vor, dem wir hierfiir zu Dank verpflichtet sind. Unsere weiteren 
Untersuchungen zu dieser Frage hatten das gleiche Ergebnis. Alle 
Resultate dieser Tastversuche ermutigten nicht, sie fortzusetzen. 


Die in der Literatur vorliegenden positiven Angaben iiber eine Ab- 
hangigkeit der Zusammensetzung des Darmsaftes von der digestiven Reizung 
heziehen sich durchweg auf Versuche am Hunde. AuBerdem sind die Beob- 
achtungen wohl auch immer an héher gelegenen Diinndarmabschnitten 
(Jejunum) und nicht am untersten Ileumbezirk ausgefiihrt worden. Nach 
diesen Versuchen enthielt der Darmsaft des Hundes vor allem den Trypsin- 
aktivator, die Enterokinase, an der der Duodenalsaft reicher als der Saft 
des mittleren Diinndarms ist, Erepsin, Nuclease, diastatisches Ferment, 
das ebenfalls im Saft vom oberen Diinndarm reicher als im Saft vom unteren 
war, dazu Invertin und Maltase; Lactase dagegen wurde nur bei séugenden 
Tieren oder bei alteren nach Milchzuckerfiitterung gefunden. Lipase wurde 
ebenfalls nachgewiesen. 

Uber die Beziehungen der Art der digestiven Reizung zum Ferment- 
gehalt des produzierten Diinndarmsaftes lehren diese Versuche am Hunde, 
daB8 Pankreassaft der Haupterreger fiir die Enterokinaseproduktion, und 
die Galle der Haupterreger fiir die Lipasesekretion ist. Uber eine in diesem 
Sinne spezifische Erregung der Darmdiastaseproduktion ist nichts bekannt. 
Es wird aber alledem gegeniiber ausdriicklich bemerkt, daB beim Hunde 
verschiedene Nahrungsregimes keinerlei EinfluB auf die Produktion der Darm- 
saftfermente haben. 

Bei der durch mechanische Schleimhautreizung ausgelésten und unter- 
haltenen Darmsaftbildung nimmt nun im allgemeinen der Fermentgehalt 
des Saftes mit der Dauer der Sekretion ab, so da man den Eindruck hat, 
als ob der mechanische Reiz nur zu einer allmahlichen Ausschiittung vor- 
handener Fermentvorrate, aber zu keiner Neubildung von Fermenten in 
der Driisenzelle fiihrt. Orbeli und Sawitsch (9) und (14) sahen die allmahliche 
Verarmung des menschlichen Darmsaftes an Enterokinase bei andauernder 
mechanischer Reizung. 

Im Mittelpunkt unserer Untersuchungen stand die Frage nach der 
durchschnittlichen Zusammensetzung des Saftes aus dem untersten lleum- 
abschnitt beim Menschen nach einer reichlichen gemischten Mahlzeit. 
Daneben wurden auch einige Beobachtungen an Darmsaftproben 
angestellt, die im Verlauf einer Sekretionsperiode nacheinander ab- 


geschieden und getrennt aufgefangen worden waren. Der Darmsaft 


war farblos, durchsichtig opaleszierend und diinnfliissig. Zuweilen fiel 
auch farbloser Schleim mit an. Diese schleimhaltigen Darmsaftproben 
wurden neben anderen nur zur Untersuchung auf die Wasserstoffionen- 
konzentration, aber nicht zur chemischen und fermentativen Analyse 
herangezogen. 

Vor der Besprechung unserer Analysenergebnisse empfiehlt es sich der 
besseren Ubersicht wegen, die Werte kurz zusammenzufassen, die von 
on 
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anderen Autoren erhalten wurden. Das spezitische Gewicht des Darmsaft: 
wird von Hamburger und Hekma (5) beim Hund und Menschen zu 1,01\ 
angegeben. Die aktuelle Reaktion ist aber ebenfalls nur schwach alkalisc! 
Auerbach und Pick (12) fanden im Darmsaft des Hundes (H’) — 0.5.10 

also py 8,3. 


Zusammensetzung des menschlichen Darmsaftes: 





An- 
organische 
Bestand 


teile 


Trocken 


Soda 
riickstand od 


Kiweil 


Turby und Manning (3). Mf 0.88 
Nagano (7) et es eae 1.59 OS 
menmmnatG) OS 1.066 


Salzherg and Faifel (10). 1,80 1,02 


Experimenteller Teil. 
1. Chemische Analyse des Darmsafstes. 


Zur Analyse wurde klarer, leicht opaleszierender Darmsaft benutzt 

Die Wasserstoffionenkonzentration der einzelnen Sattproben lag be 
Pu 9, wie die kolorimetrischen Proben mit Thymolphthalein ergaben 
Die elektrometrischen Messungen des trischen Saftes ergaben Werte von 
Pu 8,7 bis 9,09, eine wesentliche Schwankung innerhalb einer zweiphasi 
schen Sekretionsperiode war nicht festzustellen. Das spezifische Gewicht 
des Saftes war 1,050. 

Rhodan war nach Ausfallung des EiweiBes mit der sehr feinen Methodik 
nach AKunert und Kunzmann (21) nicht nachzuweisen. 

}eem Darmsatt verbraucht 0,605 ccm n/1l0 H,SQO4; das entspricht 
3,20 mg Na,CQs. 

leem Darmsatt verbraucht 0,980 ccm n/10 AgNO, das entspricht 
5.67 mg NaCl. 

1 ccm Darmsatt ergab 11,600 mg Trockenriickstand (105°) und 8,662 mg 
Gluhriickstand; bei Berechnung aus den Titrationsanalysen (Na, O, 
~ NaCl) hatte sich der Wert 8,87 mg ergeben. 

Also betrug die organische Trockensubstanz in 1 cem Darmsatt 

2,94 mg. 

8.662 mg Gluhrickstand ergaben 10,93 mg NagSO,, berechnet aus 
Titrationsanalysen 11,22 mg Na,S Oj. 

5eem Darmsaft ergaben 1,764 mg N (Kjeldahl). 

5ecem Darmsaft, die mit 10 cem 20° .iger Trichloressigsaure enteiweibt 
worden waren, enthielten noch 0,994 mg N (Kjeldahl). 


2. Priifung des Darmsaftes auf Fermente. 


a) Priifung auf Lipase. Der Darmsaft wurde mit der stalagmometrischen 
Methode nach Rona und Michaelis (11) auf seinen Lipasegehalt gepriift. 
Die Untersuchungen wurden an drei Saftportionen verschiedener Tag 
durchgefiihrt. Angewendet wurde jeweils 1 cem Darmsaft, der zu 50 ccm 
gepufferter, gesittigter Tributyrinlésung gegeben wurde. Bei py = 7.35. 
9,0 und dem Optimum fiir Lipase py = 8.0 gab es nach 2 Stunden bei 37° 
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ceine Verminderung der Tropfenzahl. Kontrollversuche mit Pankreas- 
ipase und Blindversuche zeigten, da aus diesem Versuchsaustall geschlossen 
werden konnte, dal in unserem reinen Darmsaft keine oder zum mindesten 
keine aktive Lipase vorhanden war. 

b) Bestimmung der Amylase. Die Amylase wurde nach der von 
Johs. Baumann (19) abgeanderten Methodik best*’mmt. Wieder wurde 
von einer Durchschnittsprobe des reinen Darmsaftes von drei verschiedenen 
Tagen ausgegangen, der in einer geometrischen Reihe mit physiologischer 
Kochsalzlésung verdiinnt wurde. Das erste Réhrchen enthielt also 1 cem, 
das nachste '/,eem, dann '/,, '/s, '/;g usw. Zu jedem Réhrehen warden 
leem Phosphatpuffer von py 6.8 und Leem 2°/ ,ige Starkelésung und 
einige Tropfen Toluol hinzugefiigt. Bei 37° wurde in 24 Stunden die Starke 
in den Rohrehen, die 1, 4/,; und 4/,cem Darmsaft enthielten, abgebaut. 
Das Réhrchen, das '/,cem Saft enthielt, gab auf Zusatz eines Tropfens 
n/50 Jodlésung noch eine kraftige Blaufaérbung. Daraus errechnete sich. 
daB leem Darmsaft in 24 Stunden und 37° 8mg Starke abbaut. 

c) Bestimmung des Erepsins. Das Erepsin wurde nach der Method 
von Waldschmidt-Leitz (15) bestimmt. Drei Saftportionen verschiedenet 
Tage wurden bei einer Wasserstoffionenkonzentration py 7,8 und eine 
Temperatur von 37°C Glyeylglycin als Substrat vorgelegt. Je 1 cem 
Darmsaft ergaben in 24 Stunden durch Abspaltung von Glykokoll einen 
Aziditaétszuwachs von 1,32, 1,33 und 1,35 cem n/l0 NaOH. (Das Erepsin 
spaltete in 24 Stunden aus dem vorgelegten Glyeylglycinnatrium G84, 
9,97 und 10,11 cem Glykokoll heraus. Die Krepsinwirkung war also kriftig.) 
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Uber die Einwirkung von Timotheebakterien 
auf die linksdrehende Glycerinsiure-mono-phosphorsiaure. 


Von 
Carlo Cattaneo. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 28. Mdrz 1934.) 


Gewohnliche Hefen sind, wie man wei (1) (2), imstande, unter 
dem Einflu8 von Fluorid und in Gegenwart besonderer Wasserstoff 
akzeptoren (Acetaldehyd, Methylenblau, Isovaleraldehyd u. dgl 
Hexose-di-phosphat so zu spalten, daB Phosphoglycerinsaéure entsteht 
Wie ich (3) vor einiger Zeit mitgeteilt habe, sind Spezialhefen, z. B 
Galaktosehefen, zu der gleichen Leistung befahigt. Newberg und 
Kobe! (2) sowie Baba (4) haben gezeigt, daB verschiedene garfahig« 
Zucker auch unmittelbar verwendet werden kénnen. Das besagt, dal 
man zu demselben Produkt gelangt, selbst wenn man von nicht phos- 
phorylierten Zuckern ausgeht; es ist anzunehmen, da in diesen Fallen 
eine intermediare Phosphatbindung stattfindet. 


Die biochemische Umwandlung der Glycerinséure-mono-phosphor- 
siure in Brenztraubensaure, die von Embden und Mitarbeitern (5) fii 
tierische Zellen beschrieben ist, hat sich als eine Reaktion allgemeinere: 
Art herausgestellt, indem sie bei Zellen verschiedenster Herkunft ein- 
tritt. Fir Hefen sowie Milchséiurebazillen (2) ist dieses von Neuberg 
und KAobel (6) aufgezeigt. Fiir ein Bakterium liegt eine entsprechende 
Beobachtung von Antoniani (7) vor: er hat mit B. coli gearbeitet, das 
einen in mancher Hinsicht den Hefen und den Milchséurebildern ver- 
wandten Stoffwechsel besitzt. 

Es schien mir nun wichtig, nach der genannten Richtung eine 
Mikrobe zu untersuchen, deren Stoffwechsel scheinbar vollkommen 
anders ist. Ich wahlte fiir diesen Zweck einen Vertreter der sogenannten 
sdurefesten Bazillen, das Timotheebakterium. Dieser Mikroorganismus 
steht dem Tuberkelbazillus nahe, und es ist bekannt, daB letzterer 
besonders gut auf Nahrbéden gedeiht, die Substanzen der 3-Kohlen- 
stoff-reihe, beispielsweise Glycerin oder Glycerinphosphorsaure in Form 
von Lecithin, enthalten (Lockemann). 


Aus dem folgenden ist ersichtlich, daB der Timotheebazillus die 
gleiche Umwandlung bewirkt; dabei ergab sich, daB in bezug auf diese 
Umsetzung ein Unterschied zwischen jungen und alten Kulturen vor- 
handen ist. Notorisch walten ja Differenzen im biologischen Verhalten. 
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. B. hinsichtlich der Immunreaktionen, zwischen Tuberkelbazillen ver- 
schiedenen Alters ob. Wie die experimentellen Daten lehren, findet 
cine phosphatatische Spaltung der Glycerinsdiure-mono-phosphorsaure 
auch durch altere Timotheebakterien statt; die Umwandlung in Brenz- 
traubenséure war jedoch nur mit jungen Erregern zu erzielen, die nicht 
linger als 2 Tage gewachsen waren. Durch Heranziehung von jiingeren 
Kulturen vermochte ich auch die Entwachsung der Timotheebazillen 
zu umgehen, die Kuroya (8) fiir die Umwandlung von Zymo-di-phosphat 
in Methylglyoxal vornehmen muBte. Die Ausbeute an Brenztrauben- 
siure betrug maximal 36°,, bezogen auf die Quantitat des Ausgangs- 
materials; sie belief sich auf 100 °%, wenn man sie nach dem Grade der 


Dephosphorylierung berechnet. 


I. Versuche mit frischen Timotheebakterien, die in 5 Tagen gewachsen waren, 


10g Bariumsalz der Glycerinséure-mono-phosphorséure wurden in 
260 cem Wasser suspendiert, mit 40 cem 10°, iger NagSO,-Lésung versetzt 
und so lange geschiittelt, bis in filtrierten Proben keine Ba- und SQ,-lonen 
mehr zu erkennen waren. Nach Zentrifugieren und Filtrieren war in der 
klaren Lésung kein anorganisches Phosphat nachzuweisen; sie wurde 
mit NaOH bis zu einem py von 6,8 neutralisiert. Ll cem der Fliissigkeit 
enthielt 14,8 mg Glycerinséure-mono-phosphorsaéure bzw. nach Zersetzung 
durch Schwefelsiure und H,O, 2,46 mg anorganischen Phosphors. Mit 
dieser Fliissigkeit (L6sung A) wurden nachstehende Versuche vorgenommen. 


Versuch 1: 1385 cem Lésung A, Versuch 3: 27 cem Wasser, 
20 g Bakterien, 4 g¢ Bakterien, 
7.5cem Toluol. L5cem Toluol. 
Versuch 2: 135 cem Lésung A, Versuch 4: 27 cem Wasser, 
10 g Bakterien, 2 g Bakterien, 
7.5eem Toluol. 15cem Toluol. 


Jeder der Ansatze wurde im Brutschrank bei 37° digeriert und die 
Abspaltung der Phosphorséure durch kolorimetrische Bestimmung des 
freien anorganischen Phosphats vertolgt. Die Resultate gehen aus det 
beigefiigten Ubersicht hervor. 





Nach mg anorganischer Phosphor in je leem Liéisung bei Versuch 
Stunden : 
1 2 3 + 
0 Spur Spur Spur Spur 
18 0,190 0,092 0,092 0.053 
42 0,585 0,282 0,103 0,064 
90 1,288 0.580 0.107 0.068 


Unter Beriicksichtigung des in den Blindversuchen 3 und 4 gefundenen 
freien Phosphats ergab sich die Spaltung bei Versuch 1 und 2 gemab det 
folgenden Tabelle: 
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Nach mg Phosphor bei Versuch Spaltung in 9/9 bei Versuch 


Stunden 
1 2 1 2 
18 0,098 0,039 4.57 1,70 
42 0,482 0,164 22.50 7,16 
90 1,181 0,473 55,12 20,65 


Wahrend des ganzen Verlaufs der Versuche war die Probe nach Neube; 
und Kobel(9) auf Brenztraubensaure (mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin-chlo 
hydrat) negativ; auch Acetaldehyd, in den Brenztraubensaéure durch Kir 
wirkung von Carboxylase der Bakterien ev. hatte tibergefiihrt werd 
kOénnen, war nicht aufzufinden (Probe nach Rimini-Lewin). 


II. Versuche mit frischen Timotheebakterien, die in 2 Tagen gewachsen waren. 
Es wurde eine neue Lésung (Lésung B) von glycerinséure-mono 
die pro cem 16.1 mg der freien Saéur 


phosphorsaurem Natrium bereitet, 
1 P enthielt. Mit dieser Lésung warden 


bzw. 2,68 mg organisch gebundene1 
vier Versuche angesetzt: 

Versuch 1: 185 cem Lésung B, Versuch 3: 27 ecem Wasser, 

Bakterien, 

7,5eem Toluol. 5eem Toluol. 

Versuch 2: 135 cem Lésung B, Versuch 4: 2 cem Wasser, 

10 g Bakterien, 2 g Bakterien. 

15cem Toluol. 


20g Bakterien, 4 ¢ 
l, 
7 


7,.5eem Toluol. 
Die Gemische wurden, wie unter I. angegeben ist, aufbewahrt. 


Den Spaltungsgrad kann man folgender Tabelle entnehmen: 





Nach mg anorganischer Phosphor in leem Lisung bei Versuch 
Stunden : . , : 
3 


u 
“ 


0 Spur Spur Spur Spur 
16 0,672 0,371 0,164 0,100 
D0 1,546 0,825 0.189 0,104 


‘ Nach Abzug des in den Blindversuchen 3 und 4 vorhandenen freien 
Phosphats war die Spaltung bei Versuch | und 2 so verlaufen, wie nach- 


stehend tabellarisch angegeben ist. 





Nach mg Phosphor bei Versuch Spaltung in °/9 bei Versuch 
9 


Stunden i > ; 1 . 
16 0,508 0,271 21,76 10,86 
50 1,357 0,721 58,14 28,90 


16 Stunden ergab eine Probe mit salzsaurem 2, 4-Di 


Bereits nach 
von Brenztraubensaéure bei den 


nitrophenylhydrazin das Vorhandensein 
Versuchen lund 2. Nach 50 Stunden wurden je 120ecm der beiden Gemische 
mit 50cem 10° ,iger Trichloressigséure enteiweiBt, und in je 160 cem det 
Filtrate die Brenztraubensiure-mengen mit 60cem einer Lésung von | g 
2, 4-Dinitrophenylhydrazin in verdiinnter Salzsiéiure abgeschieden. Nach 
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Zentrifugierung sowie Waschung ‘mit Salzséure und Wasser wurde das 


Hydrazon im Exsikkator getrocknet und gewogen. 

Ausbeute 1,05 g bei Versuch 1 und 0,8 g¢ bei Versuch 2. Nach Reini- 
rung des Rohproduktes durch Aufnehmen in Sodalésung und Fallen mit 
Salzsaure erhielt ich bei Versuch 1 = 1,0 g, bei Versuch 2 0,75 ¢ nach 
Analyse und Schmelzpunkt reinen Hydrazons. 

Fiir die gesamte zum Versuch verwendete Menge von Glycerinséure- 
mono-phosphorsaéure beziffert sich die Ausbeute an Brenztraubensiure 
zu 44°, bei Versuch 1, und zu 31°, bei Versuch 2. Rechnet man aut die 
vemaB der Dephosphorylierung in Reaktion getretene Substanz um, so 


belauft sich der Ertrag auf 75°,, bei Versuch | und auf 100°,, bei Versuch 2. 
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Uber Insektenwachse. 
VII. Mitteilung: 
Fraktionierung der ,,Schizoneurasiure“, 


Von 


Fr. N. Sehulz und Max Beeker. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung der Universitat Jena. 


(Eingeqangen am 29. Mdrz 1934.) 


Bei der Untersuchung des ,,Schizoneurawachses‘‘ bzw. der daraus 
durch Verseifung entstehenden .,Schizoneurasdure’’ waren wir! zu 
der Meinung gekommen, da es sich in der wachsartigen Masse um ein 
Mischtriglycerid, vielleicht unter Beteiligung von Myristinsdure und 
Palmitinsaiure, handele. Da uns nur sehr kleine Mengen des Schizoneura- 
wachses zur Verfiigung standen, versuchten wir zunachst, indirekt 
diese Vermutung zu bestétigen durch synthetische Darstellung de: 
theoretisch moéglichen zweisdurigen Triglyceride von Myristinsiure und 
Palmitin:aure?. Die Schmelzpunkte der reinen synthetischen Stoffe 
lagen aber zwischen 53,5 und 56,8°; also erheblich héher als der des 
Schizoneurawachses (48 bis 49°), Auch molare Gemische von Palmitin- 
saure und Myristinséure stimmten in ihrem Schmelzpunkt nicht mit 
dem Schmelzpunkt der ,,Schizoneurasaure’’. 

Der neuerdings beschriebene Mikrodestillationsapparat von Frankel 
Bielschowsky und Tannhauser, eigens konstruiert zur Fraktionierung 
von kleinen Mengen von Fettsduren’, erméglichte den Versuch, mit 
der kleinen Menge von Schizoneuraséure, die uns noch zur Verfiigung 
stand, eine Fraktionierung durchzufiihren. 

Es handelt sich um eine fraktionierte Destillation der Methylester im 
Hochvakuum. Die Veresterung geschieht durch mehrstiindiges Kochen 
der Séure bzw. der Saéuregemische mit der 50tachen Menge absoluten 
Methylalkohols, der 5°, Schwefelséiure enthalt. 

Die Methodik hat sich auf das beste bewahrt. Zur Kontrolle bzw. zu 
Pritung wurden 600 mg Palmitinséuremethylester bei 0,12 mm Hg-Druck 
destilliert. Die Destillation bei 123 bis 124° lieferte zwei Anteile. die beide 
den Schmelzpunkt 28 bis 29° hatten. Ein Gemisch gleicher Teile Myristin 
séuremethylester und Palmitinséuremethylester lieferte eine Anzahl von 
Fraktionen. Der Schmelzpunkt der ersten lag bei 11 bis 12°, der der letzten 
bei 26°. Bei weiterer Fraktionierung ware es leicht gelungen, reinen Myristin- 


1 Fr. N. Schulz u. Max Becker, diese Zeitschr. 261, 165, 1933. - 
* Dieselben, ebenda 264, 87, 1933. — * Untersuchungen iiber die Lipoide det 
Saugetierleber. Hoppe-Seyler 218, 1, 1933. 
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| sauremethylester (Schmelzpunkt 9 bis 10°) und reinen Palmitinsaéure- 


methylester (Schmelzpunkt 28°) zu erhalten. Die Brauchbarkeit der Met hodik 
war aber schon so gezeigt. 

Durch leresterung des kleinen Restes Schizone urasaure, den wir noch 
hatten, erhielten wir 271mg Methylester, der bei Zimmertemperatur 
fliissig war und erst bei etwa 10° erstarrte. Es lie®B sich bei Destillation im 
Hochvakuum sofort eine Trennung in einen bei 9 bis 10° schmelzenden und 
einen erst bei 25 bis 26° schmelzenden Anteil herbeifiihren. Durch Her- 
stellung einer Reihe von Unterfraktionen und Vereinigen der héher schmel 
zenden Anteile untereinander konnten 0,1725 g Ester mit dem Schmelz- 
punkt 9 bis 10° und 0,0831 g Ester mit dem Schmelzpunkt 25 bis 26° von- 
einander getrennt werden. Es fiihrt das zu dem SchluB, daB in der ,.Schizo- 
neurasdure® zwei Molekiile M yristinsdure auf ein Mol Palmitinsdure kommen. 
Die freien Saéuren wurden auch als solehe identifiziert. Eine bestimmte 
Erklarung, warum der Schmelzpunkt des ..Schizoneurawachses* erheblich 
niedriger liegt als der Schmelzpunkt der entsprechenden synthetischen 
zweisaurigen Triglyceride kénnen wir nicht geben. Der geringe Verlust, 
den wir beim Destillieren des 0,271 g Ausgangsmaterials hatten (etwa 15 mg). 
kann nicht zur Erklarung dienen. Ein Gemisch von 2 Teilen Myristinsaure 
| 1 Teil Palmitinsaéure, aus Schizoneuraséure dargestellt, zeigte den zu 
erwartenden F 44° (statt 46°). 


Experimenteller Teil. 

Il. Fraktionierung des Palmitinsduremeth ylesters. Der Methylester 
(Darstellung, von reiner Palmitinséure ausgehend, s. oben) wurde durch 
Ausschiitteln mit Petrolather und griindliches Waschen der atherischen 
Lésung mit Wasser und dann Verdunsten des Petrolathers gewonnen. 
Die Destillation begann bei 0.12 mm Hg-Druck bei 120° (Olbad 140°). Die 
Temperatur stieg sofort auf 123 bis 124° und blieb konstant, bis der ganze 
Kolbeninhalt abdestilliert war. Zwei getrennt aufgefangene Anteile 
schmolzen beide bei 28 bis 29°. 

II. Fraktionierung eines Gemisches von Myristinsdure und Palmitin- 
sdure zu gleichen Teilen. Das Estergemisch wurde in fiinf Anteile zerlegt: 
Druck 1,5 bis 1,7 mm Hg; Badtemperatur zunachst 142°, dann 155° und 
schlieBlich auf 165 bis 180° steigend. Bei einer Siedetemperatur von 126° 
ging etwa ein Drittel des Esters mit Schmelzpunkt 11 bis 12° tber; bei 
137 bis 140° ein weiteres Drittel mit Schmelzpunkt 16 bis 18° und schlieBlich 
bei einer Siedetemperatur von 145° etwa ein Fiinftel mit Schmelzpunkt 24 
bis 25°. Ein aus dem Kolben, vom Thermometer und aus dem Uberlaufrohr 
durch Lésen mit Ather gewinnbarer Rest schmolz bei 26°. 

III, Fraktionierung der ,,Schizoneurasdure*’. 271mg Methylester 
wurden bei 1.4 bis 1,5 mm Hg-Druck bei einer Badtemperatur von 145° 
steigend auf 155 und 180° fraktioniert. Anteil A 7: Siedetemperatur 115 
bis 120°, Schmelzpunkt des Destillats 9 bis 10°. Anteil A 2: 125°, Schmelz- 
punkt 10 bis 11°. Anteil A 3 (Siedethermometer sprach wegen der geringen 
Menge des Destillats nicht mehr an): Schmelzpunkt 13 bis 14°. Anteil A /: 
Riickstande im Destillationsapparat, Schmelzpunkt 25°. Anteile A 2 bis A 4 
wurden nochmals fraktioniert. Es wurden erhalten (bei 0,2 mm Druck): 
zwei Anteile mit Siedepunkt 105° und Schmelzpunkt 9 bis 10° und zwei 
Anteile als Riickstand mit Schmelzpunkt 25 und 26 bis 26,5°. Teile A / 
- Bl + B 2 wagen 0.1725 g mit Schmelzpunkt 9 bis 10°. Teile B 3 Bd 
wogen 0.0831 ¢. 








Fr. N. Schulz u. M. Becker. 


Durch Verseifung der Ester wurden die freien Sduren dargestellt 
0.1630 ¢ Séure I verbrauchten 7,11 cem n/10 KOH. Mol 229.2. Schmelz 
punkt der aus Aceton umkristallisierten Saéure 51 bis 52°. Myristinséur: 

Mol 228,2; Schmelzpunkt 53,5”. 

0.0595 @ Saure Il verbrauchten 2.28 cem n/10 KOH. Mol 260.9 
Schmelzpunkt der Saéure 57 bis 59°. Palmitinséure. Mol 256.3; Schmelz 
punkt 62°. 

Zusammenfassung. 

Die ,,Schizoneuraséiure’ laBt sich durch fraktionierte Destillation 
des Methylesters im Hochvakuum in zwei Drittel des Gewichtes an 
Myristinséure und ein Drittel des Gewichtes an Palmitinséure trennen 


Das Schizoneurawachs (kein echtes Wachs) ist in der Hauptsache ein 


gemischtsauriges Triglycerid von zwei Teilen Myristinséure und einem 
Teil Palmitinsaure. 
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Tierische Kalorimetrie. 
IX. Mitteilung: 
Uber die spezifisch-dynamisehe Wirkung yon Eiweib. 
Von 
Zoltan Asz6di und Josef Pelyi. 


Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitét 
Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Mdrz 1934.) 


Es kann als allgemein anerkannt gelten, das von den Nahrungs- 
mitteln der Zuwachs der Warmeproduktion bei den Eiweibstoffen am 
gréBten ist.  Beziiglich des Zuwachses der Warmeproduktion nach 
Verabreichung von Kohlenhydraten und Fetten aber sind in der Literatur 
widersprechende Auffassungen geiuBert worden. Ein Teil der Autoren 
spricht den Kohlenhydraten eine gréBere spezifisch-dynamische Wir- 
kung zu, ein anderer Teil der Autoren wieder den Fetten. Dies geht aus 
folgender Zusammenstellung hervor, in der die wichtigsten Versuchs- 
ergebnisse der Literatur beziiglich der spezifisch-dynamischen Wirkung 
tabellarisch angefiihrt sind. 

Wie die Tabelle I zeigt, ist tatsachlich der Zuwachs der Warme- 
produktion nach Verabreichung von EiweiB am gréBten, und es betragt 
die Erhéhung des Grundumsatzes im Durchschnitt — wenn man von 
extrem groben Mengen von verabreichtem EiweiB absieht 30 bis 40°... 
Bei den Kohlenhydraten aber finden wir zwar ebenfalls immer eine 
Steigerung der Warmeproduktion, doch zeigen im Gegensatz zum 
KiweiB die Angaben eine viel gr6Bere Schwankungsbreite. Bei den mit 
Fetten ausgefiihrten Versuchen finden sich wieder solche, die sogar auf 
eine Verminderung der Warmeproduktion schlieBen lassen. 

Die Autfassungen iiber die Entstehung der spezifisch-dynamischen 
Wirkung sind bisher noch geteilt. Nach Rubner (23) kann man in ihr ein 
Ma8 fiir eine spezifische Energieart erblicken, die nach det Nahrungszufuhr 
auftritt. Lusk (24) fiihrt sie auf eine stimulierende Wirkung der Amino- 
stiuren auf die Kérperzellen zuriick. F. Miller (25) bringt sie mit jener 
Warmemenge in Zusammenhang, die bei der Uberfiihrung von Eiweil in 
Kohlenhydrate im Laufe der intermediaren Stoffwechselvorgange frei wird. 

Die spez.-dyn. Wirkung der N-freien Substanzen fabt Rubner (26) 
in der gleichen Weise auf, wie die bei Verabreichung von Eiweibstoften, 
nur in der Wirkung kleiner. Nach Lusk (27) wird die Warmeproduktion 
nach Verabreichung von Fetten durch die Vermehrung von Fettstoffwechsel- 
produkten verursacht, welche Erscheinung er ais Fettplethora bezeichnet. 
Auch die Wirkung der Kohlenhydrate erklart der genannte Forscher mit 
einer Plethora der Glykoseteilchen waihrend der Zeit des gréBten Stoft- 
wechsels. Diese Theorie wurde nach neueren Arbeiten dieser Schule in der 











390 


Z. Aszédi u. J. Pélyi: 


Tabelle 





Autor 


Magnus-Lévy (1) 


Koraen (2) 
Rubner (3) 
Schrewer (4) 


Heilner (5) 
G igon (6) 


Williams, Rich und 
Lusk (7) 


Lusk (8) 


Aubund Du Bois (9) 
Nakayama (10) 
Lusk (11) 


Murlinund Lusk(12) 

Benedict und Car- 
penter (13) 

Werf und Rap 
port ( 14) 

Rapport (15) 


Boyd, Hines und 
Leese (16) 


Hari (| 17) 

Baur (18) 

Dann und 
Chambers (19) 

Meyer (209) 

Wierzuchowski (21) 


Carpenter und 
Fox (22) 


Eiweib 


Je grober die ver- 
abreichte Kiweib- 
menge, desto grober 
die Wirkung 
30—90%), 
16,7°/, 
30,9°/5 
Die Steigerung ist 
gewaltig 


Casein: 50—250 ¢ 
6—54°/, 


Nach 700 g¢ Fleisch 
459), 
nach 1200 ¢@ Fleisch 


82%, 


46° 0 
300 g Fleisch 42,3°)/, 


200—1200 g Fleisch 
30—80°/, 
Verschiedene 
Kiweibstoffe in einer 
Menge 6 g Stickstoff 
entsprechend: 
29—35°), 


300 g Fleisch 24,7°/, 
200 g 9,4") 


Nach 500 ¢ Fleisch 
20°/o 


Kohlenhydrate 


Ktwa 20°), 


ARO 
5,8 °/ 


Fette 


140 g Speck 
10%5 
340 g Speck 
19°/9 


9790 
12,7 0 


Bei Kohlenhydraten grébere 
spez.-dyn. Wirkung als bei 


Ketten 
Nach Glykose ‘* 0 


3e1 20-103 g¢ Gly kose 


15-20%, 


70g Zucker 27,8°/, 
Nach Fructose 37°/, 
» Saccharose 34°/5 
ie Gly kose 30°), 
Galaktose 22°), 


Nach intrayenoser 
Verabreichung von 
pro kg Korper- 
gewicht 4g Glykose: 
500 i 


Nach 85g Glykose 
26/9 
12—33°/, 


| Nach Glykose 9.7°/, 


» Lavulose 19,8° , 

» Galaktose 7,3°, 

5—36 rg 4—69 B 
522 10%, 


Nach 50 ¢ 0) 
verminderte 
Warme- 
produktion 


Etwa 30°), 
12° 
- 0 











tte 


Speck 
UU 0 
Speck 


0 g 8) 
iderte 
mne- 
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1) 0 - 
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Weise geandert, daB die spez.-dyn. Wirkung auf die sich zwischen Glykose 
und Glykogen abspielenden intermediéren Stoffwechselvorgéinge zuriick- 
vefiihrt wird. 

Da die Anschauungen tiber die quantitativen Verhaltnisse der spez.-dyn. 
Wirkung verschiedener Nahrungsstoffe und auch die Auffassungen tiber die 
Erklarungsweise des Entstehens der spez.-dyn. Wirkung verschieden sind, 
und da weiterhin unsere Vorversuche die Annahme rechtfertigten, daB 
unser neuer Apparat, der Jahre hindurch vervollkommnet worden war, 
zur Losung der oben genannten Probleme Anhaltspunkte zu liefern vermag, 
entschlossen wir uns, die nach der Nahrungsaufnahme eintretende Warme- 
bildung und einsetzenden Stotfwechselvorgainge in kurz nacheinander 
folgenden Perioden zu untersuchen. Um einen méglichst genauen Einblick 
in die Stoffwechselvorgainge zu erlangen, konnten wir uns nicht mit der 
Bestimmung einzelner Faktoren begniigen, sondern muBten trachten, 
Warmebildung. Sauerstoffverbrauch, Kohlenséure- und Wasserabgabe 
gleichzeitig zu bestimmen. Hierbei konnten wir die direkte Kalorimetrie 
indirekt durch den Sauerstoffverbrauch kontrollieren und die Richtigkeit 
des letzteren durch die von Haldane angegebene Berechnungsweise priifen. 
Durch dieses Vorgehen konnte eine gréBtméglichste Sicherheit und demnach 
auch Beweiskraft unseres Ziffernmaterials erreicht werden. Beziiglich der Be- 
rechnung der spez.-dyn. Wirkung kann man, wie Hari (17) auseinandersetzt, 
verschieden vorgehen. Man kann die Steigerung der Warmeproduktion 
a) auf die Hungerwerte (Grundumsatz), b) auf die gesamte mit der Nahrung 
eingefiihrte chemische Energie, c) bei reiner Eiweibfiitterung auf deren 
physiologischen Nutzeffekt, d) auf den Energiegehalt des wahrend des 
Versuches im Organismus tatsachlich verbrannten EiweiBes und e) nach 
Lusk auf das gesamte im Fiitterungsversuch verbrannte EiweiB unter 
Abzug jener EiweiBmenge beziehen, die auch sonst ohne Eiwei$zufuhr 
verbrannt worden ware. Wenn auch Hari bei den angefiihrten verschiedenen 
Berechnungsarten zu divergierenden Zahlen gelangt, so verhielten sich 
diese doch bei jeder dieser Berechnungsarten immer proportional zur verab- 
reichten EiweiBmenge. 

In unseren Versuchen haben wir die Berechnung unter Beziehung 
auf den Grundumsatz deswegen vorgenommen, weil wir im Rahmen 
eines Versuchs ohne Unterbrechung den Grundumsatzwert und die 
Fiitterungswerte gewonnen haben, Als Ausdruck der spez.-dyn. Wirkung 
haben wir demnach den Mittelwert der Warmesteigerung aus sdmtlichen 
Fiitterungsperioden unter Beziehung auf die Normalperioden angegeben. 


Experimenteller Teil. 
a) Apparatur und Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden an dem neuen von Hari (28) nach dem Tangl- 
schen Prinzip konstruierten und auch bereits veréffentlichten Kompen- 
sationskalorimeter ausgefiihrt. Dieses Kalorimeter stellt ein Respirations- 
kalorimeter dar, das den Sauerstoffverbrauch des Tieres direkt zu messen 
und auch die Kohlensaéure- und Wasserabgabe festzustellen erlaubt. Die 
so ermittelten Werte dienten teils zur Berechnung des respiratorischen 
Quotienten, teils zur Berechnung der Warmeproduktion. (Die Genauigkeit 
des Apparates war vor Beginn dieser Untersuchungen durch Alkohol- 
versuche sichergestellt worden.) Das jeweils knapp vor Beginn und sogleich 
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nach der Beendigung des Versuches auf einer Sauterschen Waage, die mit 
einer Genauigkeit von 5cg arbeitet, ermittelte Gewicht des Tieres und 
die ebenfalls ptinktlich gewogene Harnmenge, die unter Paraffinél aut 
getangen worden war, gestatteten uns zusammen mit der bekannten Meng 
zugetiihrter Nahrungsmittel die Berechnung des Sauerstoffverbrauche 
(indirekter O,), welcher Wert uns dann als Kontrolle gegentiber den ver 
brauchten und direkt gemessenen Sauerstoff in unseren Zusammenstellunge 
diente. 

Die durch Strahlung abgegebene Warmemenge wurde mit Hilfe de 
Kompensationsprinzips gemessen. Die durch Leitung abgegebene Warn 
menge konnte aus der Ventilationsgeschwindigkeit und der mittleren Tem 
peraturdifferenz zwischen eintretender und austretender Luft mit Hilf 
der bekannten physikalischen Daten (spez. Gewicht, spez. Warme) et 
mittelt werden. Die Wdrmemenge durch Wasserabgabe wurde aus der wahrend 
des Versuchs abgegebenen Wassermenge und deren Verdampfungswarme 
berechnet (0,582 Cal pro g Wasser). Aus den so erhaltenen Werten konnte 
die Warmeproduktion unter Beriicksichtigung des Tiergewichtes und det 
Anderungen det Kérpertemperatur des Tieres nach der von Hari (29) an 
gegebenen Formel festgestellt werden. Als Versuchstiere dienten drei 
Hiindinnen, an denen schon mehrere Wochen vorher zwecks Sichtbat 
machung der Harnrohrenmiindung zur Erméglichung der Katheterisieruny 
eine Perineotomie ausgefiihrt worden war. Diese Versuchstiere waren 
auBer zu den Versuchszeiten zusammen in einem gréBeren Kafig unter 
gebracht, so daB sie sich ungehindert frei bewegen konnten. Sie erhielten 
als Futter gemischte Abfallkost. Nach 36- bis 72stiindigem Hungern wurde 
zu Beginn des Versuchs die Temperatur gemessen, die Tiere nach Entleeren 
der Blase abgewogen und hierauf sofort in den Kalorimeterraum gebracht. 
Die Versuche dauerten 18 bis 22 Stunden, von denen die ersten 4 Stunden 
als Vorperiode betrachtet wurden, um dem Tiere die Méglichkeit zu geben, 
sich an die neue Umgebungstemperatur (kritische Temperatur) zu gewOhnen. 
Nachdem sich so in dieser Zeit die anfaingliche Unruhe des Tieres gelegt 
hatte, erfolgte in zwei zweistiindigen Perioden die Bestimmung des Grund- 
umsatzes, und die ubrige Zeit stand dann der Untersuchung tiber die spez- 
dyn. Wirkung der verabreichten Nahrungsstoffe zur Verfiigung. Diese 
Versuchsdurchfiihrung gestattete das Studiwm der spez.-dyn. Wirkung der 
Nahrungsstoffe im Rahmen nur eines, ohne Unterbrechung ausgefihrten 
Versuches. 

Die zu dem betretfenden Versuch dienende Nahrung wurde genau 
gewogen in die Fiitterungsvorrichtung des Kalorimeters gebracht und dann 
nach Bestimmung des CGrundumsatzes dem Tiere mit Hilfe der von Hari 
beschriebenen Futterungsvorrichtung gereicht, so da hierbei der Versuch 
nicht unterbrochen werden brauchte. Nach der Darreichung der Nahrung 
wurde der Versuch in zweistiindigen Perioden, solange fortgesetzt, bis wit 
annehmen konnten, daB die Wirkung im Abklingen begriffen war. Nach 
Beendigung des Versuchs wurde das Tier abermals genau gewogen, die 
Blase entleert und die Temperatur des Tieres gemessen. AuBer der Warme- 
abgabe wurde auch der Sauerstoffverbrauch, die Wasser- und Kohlen- 
siureabgabe in zweistiindigen Perioden festgestellt, zu welchem Zwecke 
uns zwei Absorptionssysteme zur Verfiigung standen, die wir zu den einzelnen 
Perioden abwechselnd in Gebrauch setzten. Die absorbierte Kohlenséure 
(Natronkalk) und das Wasser (konz. Schwefelséure) wurden dann in der 
Zwischenzeit bestimmt. Die Sauerstoffzufuhr erfolgte in ebenfalls zwei- 
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tindigen Perioden abwechselnd aus zwei kleinen, 5 kg schweren Sauerstoff 
homben. (Der Stickstoffgehalt der Bombe wurde hierbei immer festgestellt 
ind bei unseren Berechnungen beriicksichtigt.) Am Ende jeder Periode 
wurde aus der im Ventilationssystem kreisenden Luft eine Casprobe ent 
nommen und diese im Haldaneschen Apparat analysiert. Das Analysen 
ergebnis diente zur Korrektion des Sauerstoffverbrauches und der Kohlen- 
Aureabgabe. Der im Absorptionssystem aufgefangenen Wassermenge 
muBte am Ende jeder Periode der Feuchtigkeitsgehalt der Luft im Kalori 
meter zugerechnet werden, den wir in der Weise feststellten, daB wir den 
relativen Feuchtigkeitsgrad des Kalorimeterraumes bestimmten und die 
Wassermenge der Luft aus diesem Werte und dem Luftvolumen des Kalori 
meters berechneten. Als Temperatur des Tierraumes wurde das Mittel det 
Temperatur des eintretenden und austretenden Luftstromes betrachtet, 
und wenn auch dieser Mittelwert manchmal | bis 2° C unter der kritischen 
Temperatur lag, so kénnen wir diese kleine unvermeidbare Ungenauigkeit 
iibergehen, da die Temperatur des austretenden Luftstromes die kritische 
Temperatur immer tiberschritt. Im Tierraum hatten wir ei Maximum 
thermometer an einer Stelle in der Weise angebracht, daB es vom Tier und 
auch seiner Atemluft nicht direkt bertihrt werden konnte. Wenn dieses 
Thermometer iiber 28°C anzeigte, so wurde der Versuch gestrichen. An 
den verwendeten Versuchstieren haben wir mit Hilfe einiger Vorversuche 
mit je vier bis fiinf zweistiindigen Perioden den Ruhestoffwechsel und 
jene Temperatur der Ventilationsluft bestimmt. bei der der Ruhestott- 
wechsel am kleinsten war (kritische Temperatur). Von der Mitteilung 
der Daten dieser orientierenden Versuche haben wir abgesehen. Die 
Versuchstiere wurden nur dann zu den Hauptversuchen herangezogen, 
wenn sie sich in den Vorversuchen an die Versuchsmethodik gewOhnt und 
bei den Versuchen ruhig verhalten hatten. (Von zw6lf verfiigbaren Hiin 
dinnen hatten wir zu den Hauptversuchen jene drei ausgewahit, die 
in den Vorversuchen das ruhigste Verhalten gezeigt hatten.) Im 
Kalorimeter verhielten sich diese drei ausgewéhliten Hiindinnen bei den 
Hauptversuchen, abgesehen von der ersten Viertelstunde, durchiaus 
ruhig. Nur bei der Darreichung der Nahrung fiihrten die Versuchstiere 
groBere Bewegungen aus. 


Versuchstier Nr. | war ein alteres Tier, das zu vier Versuchen diente 
und dabei immer geringere Mengen von Pferdefleisch erhielt. Versuchstier 
Nr. 2, ebenfalls ein alteres Tier. von etwa demselben Gewicht wie Versuchs 
tier Nr. 1, wurde zu acht Versuchen benutzt, wobei es bei vier Versuchen 
immer geringere Mengen von Pferdefleisch, in den tibrigen vier Versuchen 
immer geringere Mengen von gekochtem Eiklar erhielt. Versuchstier Nr. 7 
war ein jiingeres Tier von etwa gleichem Gewicht wie die beiden anderen. 
Es wurde ihm in vier Versuchen eine immer geringere Menge von gekochtem 
Kiklar verabreicht. 


Die einzelnen Bewegungen des Tieres konnten mit Hilfe einer 
Mareyschen Trommel auf ein Kymographion iibertragen werden, da 
der Tierkafig des Kalorimeters durch eine besondere Vorrichtung (28) 
aufgehangt war. Die auf dem Kymographion  verzeichneten Le 
wegungen wurden nach dem Versuch ausgezahlt und je nach der Zahl 
dec registrierten Bewegungen das Verhalten der Versuchstiere in der 
Weise klassifiziert, wie es in der FuBnote der Generaltabelle an- 
gegeben ist. 











Z. Aszédi 





ai od. 





Pélyi: 






Generalta}; 





Versuch 


29 


30 


Zz. 


* 


Tier 





| 


des Tieres 
am Beginn 








Gewicht 


und am 
Ende des 
Versuchs 





9378,3 
G5 0 


9566, 7 
9688, 2 


9057,7 
9065.3 


Temperatur 
des Tieres 
am Beginn 
und am 
Ende des 
Versuchs 












24.6 
25,0 
25, 


26,5 





ro 
Saw) 
>) 
— 


9502.1 38,2 25,5 
9566,7 38,5 26.0 
26,2 
27,0 
34,3 

Absolute Ruhe. 2 


Mittlere 
Temperatur 
des Tier- 
behilters 


Datum 


2. X. 


Ah 
12 
14 
16 
18 
20 


6. X. 
7250’ 
11 50 
13 50 
15 50 
17 50 
19 50 
21 50 
23 50 





gh 
12 
14 
16 
18 
20 
22 


24 





ime @ 
7h 45’ 
11 45 - 
13 45 
15 45 
17 45 


Zusammen: 


Vereinzelte Bewegungen. 





Zusammen : 


1931 


Zusammen: 


9. X. 1931 


Zusammen: 


1931 
he 
14 
16 
18 
20 
22 


1150’ 
13 50 
15 50 
17 50 
19 50 
21 50 
23 50 
1 50 


12h 
14 
16 
18 
20 
22 


» 


to 


1931 

11545’ 
13 45 
15 45 


-17 45 


19 45 


bestimmt 
berechnet 


bestimmt 
berechnet 





bestimmt 


berechnet 101,93 


bestimmt 
berechnet 


67.00 


20.57 
10,52 
10,52 
10,28 
12.00 
12,24 
13,00 
12,34 


101,60 






19.50 
9,70 
10,14 
be i 
10,27 


60,78 
61,58 


3 


Sauerstoff- 
verbrauch 


CO, 


16.97 
7.44 
8.57 

11,79 

13,58 


19,55 

9.99 
10,71 
13,18 
12,88 


Wenige 


16.35 


b.o2 


11.49 


16,97 








20,24 
10.25 
12,01] 
19,12 


20.85 


Bew: 
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21,42 
10.05 
10.56 
15,32 
14,97 
19.13 
24,23 


19.94 


20,24 
10,23 
12,01 
19; 12 


20,85 


Bew: 
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S 


t 


4 


Ziemlich ruhig. 


Biochemische Zeitschrift Band 270. 


eabgabe 
4 dureh 





118,4 
108.5 


4, 
3,6 
3, 


~lIs1 <1 
“~1¢ 


106,9 
104.5 
133.5 
169,1 
136.0 


70.6 
71,4 
83,8 
133.4 
145.5 


Ventil 


Cal 


30.9 
44,5 
40, 
52,3 
53.8 
67,7 


w 


QS 
Ou 


bows 


NS 
Or Qo 
02 8D 


—_ 
we oO 


38.3 
47,9 
47,8 
57.0 


57,6 


e Wirme- 


produktion 


Korrekt. 





+21.6 
+21,6 
+21,6 
+20,6 
+20,6 
-20,6 
20.6 
-20,6 


0,0 
0,0 
0,0 


+Q),% 
+0,° 
+O, 
+O, 


DO DO bo DO bo 


5.0 
0 
+ oO 
-14,0 
-14,0 


5 


Wiarme- 
produktion pro 
qm Korperober- 
fliche und 245 

be- be- 
stimmt rechnet 
Cal Cal 
629 649 
59Y 606 
635 643 
749 868 
919 941 
903 860 
779 799 
797 815 
809 814 
914 830 
921 939 
997 963 
1078 1026 
1016 973 
693 719 
648 684 
633 685 
686 812 
803 788 
812 730 
756 742 
784 856 
735 762 
755 760 
787 797 
930 GO? 
L000 843 


Unruhig. 


4,57 
4,62 
4.63 
4.10 
4,71 
$.93 


_ 


OG 
4,64 
5,36 
4,63 
4,92 
5.01 
1.97 


— 


4.33 
4.43 
4,30 
3,96 
1.87 
5,37 
1.76 


151 
1,67 
4.65 
$1.99 
5,85 


Bemerkung 


Vorperiode nach 725 
I. Normal periode 
iL. 0 
I. Fiitterungsperiode, 289,1 g Fleisch 
LI. 
Itt. 


Fasten 


Vorperiode nach 72" Fasten 

[. Normalperiode 

II. % 

I. Fiitterungsperiode, 263,2 g Fleisch 
LI. 
ILI. 
IV. 

V. 


Vorperiode nach 725 Fasten 
I. Normal periode 
rk Pe 
[. Fiitterungsperiode, 152,8 g¢ Fleisch 
Ri. 
ITI. 
IV. nF (38.7 ¢ Harn) 
V. 


Vorperiode nach 72 Fasten 
I. Normal periode 
LI. « 
i. Fiitterungsperiode, 141,8¢ Fleisch 


Bl 


Verhalten 
des Tieres* 


to elo te te be 


re oe ee 


em owe 


l 
1 
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Versuch 


Co 
ws 


40 


Gewicht 


des Tieres des Tieres 
= am Beginn 
= und am und am 
Ende des Ende des 
Versuchs Versuchs 
Nr g oC 
1 10045,0 38,2 
9981.0 38.6 
2 8871,2 38.4 
8831.5 38,3 
l 9881.4 37.3 
9815,7 38,5 
2 9168,1 38,6 
9144.1 38,5 
* 1 = Absolute Ruhe. 


Temperatur 


Mittlere 


am Beginn Temperatur 


des Tier- 
behalters 


oC 
27. X. 1931 
25,2 gh {Qh 
20,9 12 —14 
26,2 14 —16 
26,4 16 —18 
26.5 18 20 
26,6 20 22 
26.6 an 24 
26.7 24 2 
Zusammen: bestimmt 
berechnet 
6. XI. 1931 
24,4 7545’ — 11545’ 
24,7 11 45 —13 45 
24,8 13 45 15 45 
25,2 16 45 —17 45 
25,5 17 45 —19 45 
25.6 19 45 —21 45 
26,2 21 45 —23 45 
25,3 23 45 1 45 
Zusammen: bestimmt 
berechnet 


Datum 


13. XI. 1931 


24,4 

25,2 11 
25,6 i$ 
25,5 15 
25.6 17 
25,7 19 
25,6 21 
25,7 23 


7h 45’— 11045’ 


45 —13 45 


45 —15 45 
45 —17 45 
45 —19 45 
45 —21 45 
45 —23 45 
45 — 1 45 


Zusammen: bestimmt 


berechnet 
20. XI. 1931 
24,1 7250’— 11550’ 
24,6 11 50 —13 50 
25,0 13 50 —15 50 
25,3 15 50 —17 50 
25,4 17 50 —19 50 
25,4 19 50 —21 50 
25,7 21 50 —23 50 
25,9 23 50 — 1 50 
Zusammen: bestimmt 

berechnet | 

2 = Vereinzelte Bewegungen. 


Sauerstoff- 
verbrauch 


21,90 
10,46 
10,72 
11,80 
11,01 
11,40 
14,61 
13,51 


105,41 
106.28 


75,45 


76,50 


23,64 
11,32 
11,16 
12,36 
10,93 
11,85 
11,63 
12,33 
105,22 


106,14 


18,37 
8,88 
8,88 
9,37 
8.66 
8,68 
9,61 
9,60 


2,05 


80,99 
3 = 


CO, H.¢ 
£ £ 
20,43 | 21,40 
10,61 | 12.16 
11,18 12.08 
11.68 | 13,78 
11,96 14,36 
13.20 15.54 
16,06 27.60 
14,33 | 26,1¢ 
15,64 14,33 
8.16 6,08 
8,05. 6,21 
9,50; 7,71 
9,92 | 9,67 
9.48 11.20 
8,88 12,79 
9,40 12,68 
23,40 | 24,44 
11.55 | 11,58 
11,24 11,04 
11,99 13,03 
12,35 | 14,78 
12,37'| 14,32 
12,40 | 16,06 
12,37 | 14,63 


18,75 | 15,91 


8,33; 5,71 
9,50! 7,69 
10,16 | 8,35 
10,06 8,46 


9,46 7, 
9,78 § 
10,06 | 9,00 


i) 


() 


Wenige Bewexu 
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ne 


DO ee Re 
~10'e Colo hoe 
~1 
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a8) 

4 
.OuU 
26,16 


14,33 
6.03 
6,21 
7,71 
9.67 

11,20 

12,79 

12.68 


24,44 
11,58 
11,04 
13,03 
14,78 
14,32 
16,06 
14,63 


Bewegu 





setzung.) 
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meabgabe 
24" dureh 
© 
E18 
Z 3 = Ventil 
al Cal 
74,7} 44,9 
84,8 | 52,7 
84,3 54,0 
+ 96,1) 69,8 
100,1 57,8 
108.4 64,8 
192.6 62,9 
182.5 71,1 
50,0 32,5 
42.1; 39,1 
43,3, 42,4 
53,8 | 42,7 
67.5 46,6 
78,1 | 52,7 
89,2 46,2 
88,5 45,1 
85,3 | 47,7 
80,8 | 58,2 
» 77,01 63,7 
» 90,9 61,9 
103.1 65,1 
99.9 64,9 
112.1 66,8 
102.0 63,1 


) 55,5 
39,8 
53,7 
58,3 

q 59,0 
54,6 
66,9 
62,8 


liemlich ruhig. 


S13 
35,0 
40,8 
46,6 
49,2 
48.9 
53,3 
54,4 


= 
ws 
& 

Cal 
+76 
+7,6 
+7,6 
+79 
+7,9 
+79 
+79 
+79 


pote bo bo ke ee 


fo bo bo BO be bo bo be 


—3,6 
—3,6 
—3,6 
+1,0 
+1,0 
+1,0 
+1,0 
+1,0 


5 





be- 


stimmt rechnet 


Cal 


747 
809 
814 
860 
880 
923 
1102 
1084 


610 
604 
622 
670 
741 
reel | 
733 
754 


879 
902 
908 
929 
963 
967 
976 
962 


Unruhig. 


Wirme- 
produktion pro 
qm Kérperoter- 
fliche und 244 


be- 


Cal 


826 
792 
803 
889 
845 
887 
1124 
1032 


635 
646 
634 
745 
775 
759 
693 
713 


901 
867 
853 
942 
855 
913 
899 
942 


739 
682 
682 
757 
716 
709 
773 
776 


Cal 
Os 


Orn be 


Ol de ibe he ie te 


—_— 


1110 Cte 


4,51 
4,41 
4,64 
4,25 
4,53 
4,90 
5,01 
5,04 


4.56 
4,87 
4,99 
4,61 
5,40 
5,00 
5,14 
4,78 


4,26 
4,07 
4,45 
4,52 
5,01 
4,89 
4,76 
4,80 


Bemerkung 


Verhalten 


Vorperiode nach 72" Fasten 


[. Normalperiode 
I] 


I. Fiitterungsperiode, 82,2¢ Fleisch 
LT. 
Ill. es 
IV. bewegt sich) 
V. ie bewegt sich) 


Vorperiode nach 72" Fasten 
[. Normal periode 
II. 


[. Fiitterungsperiode, 83,0¢ Fleisch 


IV. 2 (39,4 ¢ Harn) 


Vorperiode nach 72° Fasten 
I. Normalperiode 


I. Fiitterungsperiode, 55,7g¢ Fleisch 
II. 
III. 
IV. 
V. 


Vorperiode nach 725 Fasten 


I. Normalperiode 


I. Fiitterungsperiode, 53,69 Fleisch 
II. 
III. 
IV. 
V. 


26 * 





9 
2 
2 
2 
3S 
2 
3 
2 
9 


ie Ve 2 ee es 








Z. Aszédi u. J. Pélyi: 
Generalt::} ir 
Gewicht Temperatur 
= des Tieres des Tieres Mittlere 
= Tier #2 Beginn am Beginn Temperatur Sauerstoff- 
ra und am und am des Tier- Datum verbrauch © 
> Ende des Ende des behilters y 
Versuchs Versuchs < 
Nr. rT 
27. X 
8754,2 7) 45’ 23,00 
8942.6 11.46 —1 10,72 
13 45 —1l 10,38 5 ! 
15 45 —1 13,10 5.72 (hl 
17 45 —19 12,67 924 Bi ii 
19 45. —3i 13,75 21,4! I. 
21 45 —23 13,29 27,2 wee 
23 45 l 11,68 5,5 n 1 
Zusammen: bestimmt 108,59 
berechnet 107.93 
4. XIT. 1931 
9321,0 38, 7h 45’— 11945’ 18,34 18,94 
9590.0 5 3 45 9,30 9,94 
5 45 3,49 | 10,31 
5 11,05 12,49 : 11 
9 45 10,73 12,20 | 15,5 4' 1 
5 11,85 12,11 1 
9) 10,36 11,69 1 
5 10,32 11.51 
Zusammen: bestimmt 91,44 
berechnet 92,14 
11. XII. 1931 
9519.8 24, gh_. 12h 24,02 a ie 
9477,3 25, 12 14 10,76 a) 
14 16 10,92 8 
16 —18 14,05 ] 
18 —20 12,00 & 1 
20 —22 13,21 1 
22 —24 14,46 2/2 
24 2 12,54 1 2 
Zusammen: bestimmt 111,96 
berechnet 108,79 
15. XIL. 1931 
70 45’— 11545’ 17,62 7.70 
l 13 45 8,69 9 20) 
13 4 15 45 9,05 9.63 l 
15 46 17 45 10,56 94 | (MH J 
1 -19 45 9,79 ,28 
21 45 10,06 10,51 ) 
21 45 —23 45 10,47 11,01 j y 
23 4 1 45 10,68 11,74 ’ 
Zusammen: bestimmt 86,92 
berechnet 88,30 
Absolute Ruhe. 2 Vereinzelte Bewegungen. 3 Wenige Zu Ziel 














neralt 
H.0 
y | 28.4 
L} 11,17 
L} 10,57 
Bi 16,72 
|} 19,24 
)} 21,49 
» | 27,28 
15 »s 


29 83 
10,83 
10,58 
28,24 
20,59 
24,11 
38 03 


31,80) 
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abgabe 


o45 durch 





49,4 


17.9 


73,8 
109.7 
134.3 
149.7 
190.3 
108,7 


> F 


te 


55.6 
5; 81,9 
U 59,8 
102,7 
108,2 
119,0 
109.3 
82.3 


Se 


104.1 
) 75,6 
8; 73,8 
' 197,1 


2 143,7 , 
) 168,6 | 


2 265,4 
221,9 


Ziemlich 


Ventil 


Cal 


53,4 
55,7 
61.5 
56,5 
63,7 
60.6 
63,3 
56.8 


28.0 
31,2 
42,9 
38,1 
43,1 
44,6 
53,7 
49,3 


ruhig. 


produktion 


Korrekt. 


¢ fiir die Wiarme- 


0,5 


0.5 


0.4 
0,4 
0,4 


Ge G0 GO GP OO 
Go Go Go Go te 


Q, 
(), 
0, 
+Q, 
+O, 
+0, 
+0, 
+0, 


by DO bY bY bS ee he 


+ 


4 


a} a} a) a1 a) OO 


+ 


6 : 


Warme- 
produktion pro 
qm Korperober- 
fliche und 24 


be- : 


be- 
stimmt rechnet 
Cal Cal 

848 883 

797 813 

779 787 

859 998 

930 961 

971 1043 

1049 1020 
879 899 

677 724 

667 739 

720 758 

790 S88 

839 864 

910 934 

902 833 

845 828 

R82 939 

805 842 

824 854 

1036 (1103 
949 941 

1028 1043 
1235 1150 
1061 994 
671 701 

701 699 

721 728 

786 845 

773 801 

765 806 

829 841 

861 86D 


Unruhig. 


Cal 
Oo 


4,40 
4,28 
4,53 
4,20 
4,66 
4.58 
5.19 
4,88 


5 


Bemerkung 


Vorperiode nach 725 Fasten 
I. Normalperiode 
Ei. - 
I. Fiitterungsperiode, 340,7g Eiklar 
II. 
III. 
IV. 
V. 


Vorperiode nach 725 Fasten 
I. Normalperiode 
i. a 
I. Fiitterungsperiode, 382,72 Riklar 
EE; 
III. 
IV. 
V. 


Vorperiode nach 72° Fasten 
I. Normalperiode 


Il 


I. Fiitterungsperiode, 223.6g Fiklar 


II. 
IIL. 
IV. 
¥: 


(65,9 @ Harn) 


Vorperiode nach 72" Fasten 
I. Normal periode 


I] 


J. Fiitterungsperiode, 212.4g Eiklar 


LL. 
it 
IV. 

V. 


Verhalten 
des Tieres 


No OO = = DO & bo a ee pet ND bed beet OD bes bt DOD a 


ph fh fh pet fk pet et 











Z. Aszodi u. J. Pélyi: 


General ts |e 





Gewicht Temperatur 


Mittlere 


des Tier- 
behalters 


oC 


24,3 
24,8 
24,9 
25,1 
24,9 
24,8 
24,8 
24,9 


00 a1 OI ho € 


Ste ee ee ee OO 


OO PO DO HO DO HO LO ho 


‘ 
He ic 


SHR A 


fo to IOS LS DO DO PS bO 


Cro oro ee eb OT 


m IO Go bo 


r des Tieres des Tieres 
BS in am Beginn am Beginn Temperatur 
“ |Tier , 
- und am und am 
> Ende des Ende des 
Versuchs Versuchs 
Nr. | Nr. g 0C 
47 7 9482.5 38,6 
9513,2 38,7 
52 2 9194.8 38,4 
9198.2 38,9 
50 | 7 9919.8 38.4 
9784.7 38.3 
541 2 8803.2 38,5 
8790.2 38.3 
I Absolute Ruhe. 


Sanerstoff- 


Datum verbrauch CO2 
g g 
18. XII. 1931 
750’ — 11550’ 23,79 | 23,52 
11 50 13 50 9,83 10,13 
13 50 —15 50 10,60 = 10,62 
15 50 —17 50 13,11 12,83 
17 50 —19 50 10,75 | 11.88 
19 50 —21 50 12,06 | 11,93 
21 50 —23 50 10,99 | 11,14 
23 60 1 50 10,72 | 10,87 
Zusammen: bestimmt | 101,85 
berechnet 101,04 
12. 1.4982 
gb__ j 2h 19.16 | 19,49 
12 —14 9,01 8.76 
14 —16 9.01 9.57 
16 —18 10,57 | 10,30 
18 —20 9,28 | 10,83 
20 — 22 10,36 10,98 
22 —24 10,67 | 11,25 
24 2 11,70 | 12,67 
Zusammen: bestimmt 89,77 
berechnet 90,95 
5. I. 1932 
gh__ job 24,71 | 24,48 
12 —14 10.91 | 11,70 
14 — 16 12,56 | 12,92 
16 —18 12,79 | 12,60 
18 —20 12.49 | 13,66 
20 —22 12,34 | 12,91 
22 —24 11,79 | 12,40 
24 2 10,96 11,94 
Zusammen: bestimmt 108.55 
berechnet 111,55 
9. IT. 1982 
7h 45’ — 11045’ 19,26 
11 45 —13 45 9,35 
13 45 —15 45 8,84 8,70 
15 45 —17 45 10,39 10,35 
17 45 —19 45 9,00 8,87 
19 45 —21 45 9,25 9,71 
21 45 —23 46 8.08 9,21 
23 45 1 45 8,62 8,92 
Zusammen: bestimmt 
berechnet 
2 Vereinzelte Bewegungen. 3 Wenige 





14,59 


12.80 


31,76 
12,98 
21,45 
19,56 
23,07 
21,52 
22,12 
17,39 


_ 
P CO 


8.17 
16,82 
14,53 
12.65 
10.95 
10,10 
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Zs 


10 
10 
12 


Zien 











meralta hye 


30.38 
10,22 
10,44 
18.6] 
16.80) 
18,5? 
14,03 
13.50 


31,76 
12,98 
21,45 
19.56 
23.07 
21,52 


9) 19 | 


7,39 | 


8.15 
8.18 
8.17 
3,82 


153 0) 


¥ 65 
19) 
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setzung.) 


Tierische Kalorimetrie. 








Y 


ver- 
dampfung 


Wasse 


106.0 
71,3 
72,9 

129,8 

127.3 

129,2 
97,9 
94,2 


91.5 
74,1 
86,0 
89.3 
104,3 
101,8 
103,9 


127,0 


110.8 

90,6 
149,7 
136,5 
161.0 
150.2 


154,4 


121,4 | 


Ziemlich 


irmeabgabe 
ro 24" durch 


Ventil 


Cal 


50.9 
50.8 
61,0 
49,2 
63,3 


33.5 
31,0 
42,1 
35.9 
46,0 
39,4 
51,1 
45.6 


> 
2a 


Oe, OR Oe 


Veal Svea Orey 
— 


45,2 


29,5 
28,9 
35,7 
29,9 
36,4 
30,1 
37,5 


31,6 


ruhig. 


Warme- 


produktion 


Korrekt. 


“ fiir die 
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O15 was 
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ee ee eee 
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+ i. 
I<) e146) 210 
— Or 


+ 
s~}-) <) «3 4) 


Warme- 


be- 


Unruhig. 


produktion pro 
|. qm Korperober- 


’ 
fliche und 24" 


“be- 


stimmt rechne 
Cal Cal 
873 929 
798 773 
826 = 833 
917 | 1024 
901 858 
932 942 
879 862 
850 840 
768 753 
719 703 
729 751 
844 755 
748 827 
838 833 
862 857 
948 954 
860 942 
834 845 
936 964 
906 975 
982 971 
944 950 
948 909 
837 851 
728 
705 
706 727 
795 854 
767 740 
742 769 
732 683 
715 714 


SD Hm 3 OO a] 


20 9 On 


_—= 
Dwret 


o> 


i Ole 


att atetate 
i oF 


“1 910 G9 Or 


Vorperiode nach 
I. Normalperiode 


133 


IL. 
III. 
IV. 

V. 


Vorperiode nach 72" Fasten 


I. Normal periode 
II. 


[. Fiitterungsperiode, 143,72 Riklar 


UL. 
IV. 
V. 


Vorperiode nach 72" Fasten 
I. Normalperiode 


iis 


I. Fiit terungsperiode, 86,2 ¢Fiklar 


II. 
IIT. 
IV. 

V. 


Vorperiode nach 7 
I. Normalperiode 


Il. 
I 
II. 
III. 
IV. 
¥; 





» 


. Fiitterungsperiode, 165,1¢Eiklar 


Lok Doe IC to eet 


ll el 


mhobh Re hohe ie 


. Fiitterungsperiode, 88,9¢ Kiklar 


Ce en ee 
















































402 Z. Asz6di u. 





J. Pélyi: 


Die Versuchsdaten der mit Pferdefleisch ausgefiihrten Versuche sind 
in Generaltabelle I, Jene mit Eiklar in Generaltabelle [1 angefiihrt.  Z 
Vergleichszwecken sind diesen Generaltabellen die entsprechenden Wert: 
fir die Texttabellen entnommen. In die Generaltabellen haben wi: 
zwar die Vorperioden der Versuche aufgenommen, doch beginnen di: 
eigentlichen Versuche erst mit den beiden Normalperioden (1. und I] 
normale Periode) zur Kontrolle des Grundumsatzes, denen dann dik 
Futterungsperioden | bis V folgten. 


b) Direkt und indirekt bestimmter Saae rstoffverbrauch, 


In den Generaltabellen ist der direkte Sauerstoffverbrauch summarisch 
mit dem aus dem Gewichtsverlust des Tieres, Nahrungsaufnahme, Kohlen 
siure- und Wasserabgabe berechneten Sauerstoffverbrauch verglichen 
In der Tabelle Il sind die Differenzen zwischen direkt und_ indirekt 
bestimmtem Sauerstoffverbrauch angegeben. Wie aus ihr hervorgeht. 


sind die gré8ten Unterschiede 2.9 und + 3,0°%. Als Mittelwert de 
Differenzen von 16 Versuchen erhalten wir zwischen direkter und in 
direkter Bestimmung eine Differenz von nur + 0,2°,. 


Tabelle IL. 





Verunch | gonerstovertesaee ven dem | °°) || sescrstodvatbeessee ven aon 
Nr direkt bestimmten um a direkt bestimmten um 
28 +1,7% 42 — 0,6 % 
29 + 9,3 44 + 0,8 
30 — 0,9 45 - 2,9 
31 + 1,3 46 — 1,6 
33 + 0,8 47 — 0,8 
36 + 1,0 50 + 3,0 
38 L 0,9 52 + 1,3 
40 1,3 





Mittelwert: + 0,2 %. 


c) Uber die Ubereinstimmung der direkt gemessenen Warmeproduktion mit der 
aus dem Sauerstoffverbrauch berechneten. 


Diese Ubereinstimmung von direkt bestimmtem und _ berechnetem 
Sauerstoffverbrauch erlaubt uns die Verwendung dieser Werte von ver- 
brauchtem Sauerstoff zur Berechnung der Warmeproduktion. In der 
Generaltabelle ist die Warmeproduktion pro 24 Stunden und Quadrat- 
meter K6rperoberflache angegeben, und zwar nebeneinander die direkt 
bestimmte und die aus dem Sauerstoffverbrauch berechnete Warme- 
produktion (direkte und indirekte Kalorimetrie). In der Tabelle III 
haben wir die Mittelwerte aus saémtlichen Perioden der direkten und 
indirekten Kalorimetrie der einzelnen Versuche zu Vergleichszwecken 
angefiihrt. 

















] sind 


—e 
Wert: 
b Wil 
n die 
d Il 


1 cde 


rise} 
hlen 
chen 
irekt 
geht, 
t dey 


er 


ten 
lem 


der 


em 
fer- 
der 
‘at- 
ekt 
ne- 
III 
ind 
cen 


Tierische Kalorimetrie. 


Tabelle III. 


1X. 


403 





Versuch 


Mittlere Warmeproduktion 
pro qm Oberflache und 24 Std. 


Abweichung der berechneten 
Warmeproduktion von der 


bestimmt berechnet bestimmten um 

Nr. Cal Cal 

28 739 761 + 3,0°% 
29 914 895 2,1 
30 727 752 + 3,4 
31 $41 813 35 
33 902 899 - 03 
36 691 700 + 1,4 
38 936 897 - 4,2 
40 718 729 +19 
42 889 926 + 4,1 

44 793 821 + 3.6 
45 978 983 + 0,6 
46 763 786 +22 
47 872 883 +12 
50 906 926 +22 
52 807 807 0 

54 557 561 + 0.7 

Mittelwert: + 0,7 °, 
Die Unterschiede schwanken also von 1,2 bis 4,0°. und betragen im 
Mittel + 0.7%. 





d) Grundumsatz. 

In den Tabellen LV und V sind die Werte fiir die Warmeproduktion 
zwecks besserer Ubersicht der mit Fleisch und Eiklar ausgefiihrten Versuche 
pro 24 Stunden und Quadratmeter Kérperoberflache getrennt angefiihrt 
und nach abfallenden EiweiBgaben geordnet. Zwecks Vergleichsméglichkeit 
ist als Grundumsatz der Mittelwert der beiden Normalperioden angefiihrt. 
Dieser letztere differiert zwar bei den verschiedenen Tieren und auch bei 
denselben Tieren in verschiedenen Versuchen, doch betragt die Differenz 
bei ein und demselben Tiere nicht mehr als 12°,. Diese Anderungen im 
Grundumsatz diirfen vielleicht darauf bezogen werden, daf die Tiere in der 
versuchsfreien Zeit nicht bei der immer streng gleichen Kost gehalten 
wurden und sich auBerdem auch im Gegensatz zu den Hunden von Lusk 
in einem gréBeren Kafig frei bewegen konnten. Der Grundumsatz von 
Versuchstier Nr. 1 und 7 schwankt zwischen 800 und 900, der des Versuchs- 
tieres Nr. 2 zwischen 600 und 700 Cal und betragt im Mittel: 


bei Versuchstier Nr. 1 bei direkter Kalorimetrie 825, bei indirekter 813 Cal 


” 9 at eee 99 os 669, ., % 694 
- DT Di 
” ” ” . Pry ory 825, ary or] S25 


Die kleine Zusammenstellung zeigt abermals eine Ubereinstimmung 
von direkter und indirekter Kalorimetrie. 


e) Zusammenstellung der Nahrung. 


Die verabreichten Nahrungsmittel warden vor Jedem Versuch auf C-, 
N- und Aschengehalt untersucht und auBerdem die in Ather léslichen 
Extraktivstoffe bestimmt. Auf Grund dieser Bestimmungen konnten wir 
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den Eiwei, Kohlenhydrat und Fettgehalt der Nahrung berechnen. Dir 
Bestimmung des C erfolgte nach Messinger-Huppert in der Tangl-Kereszt y- 
schen Modifikation, die des N nach Kjeldahl, die der Fette nach Soxhlet. 
Die Verbrennungswarme wurde mit Hilfe der Berthelotschen Bombe fest 
gestellt. 

Die so erhaltenen Analysenwerte sind in Tabelle VI zusammengestellt. 
Die Kalorienmenge, die der vom Tier aufgenommenen Nahrung entspricht, 
konnte durch Multiplikation aus der verzehrten Nahrungsmenge und ihret 
chemischen Energie erhalten werden. Die nutzbare Energie der verzehrten 
Nahrungsmittelmenge wurde, wie Benedict und Carpenter (30) angeben. 
durch Multiplikation des EiweiBgehaltes mit 1,4 und Subtraktion des so 
erhaltenen Wertes von dem chemischen Energiegehalt des betreffenden 
Nahrungsmittels pro g erhalten. Die in der Tabelle VI angegebenen Werte 
sind auf die verzehrten Nahrungsmittelwerte umgerechnet. 


1) Der EinfluB der verabreichten Nahrung auf die Wdrmeproduktion. 

In den Tabellen [TV und V gilt fiir die Werte jeweils der ersten Zeile 
der einzelnen Versuche der Tabellenkopf, in der zweiten Zeile ist die 
Steigerung der Warmeproduktion der betreffenden Periode in bezug aut 
den Grundumsatzwert in Kalorien, in der dritten Zeile in Prozenten an- 
gegeben. In diese Tabellen haben wir die Werte jener Perioden nicht ein- 
getragen, in denen die Tiere, wie aus den Werten der Generaltabelle hervor 
geht, merklich unruhig waren oder uriniert haben. 

Nach der Nahrungsdarreichung im Kalorimeter begannen die 
Versuchstiere sofort zu fressen, sobald die Fiitterungsvorrichtung 
geoffnet wurde. Je nach der Nahrungsmenge wurde sie in 2 bis 
5 Minuten vollstandig verzehrt. Die Tiere legten sich hierauf regel- 
maBig und verhielten sich ruhig. Da das Galvanometer bei Steigerung 
der durch Strahlung abgegebenen Warme einen Ausschlag nach rechts, 
bei Verminderung hingegen nach links zeigte, konnten wir wahrend der 
einzelnen Perioden die Anderungen der durch Strahlung abgegebenen 
Warmemenge dauernd beobachten und durch Ablesungen nach je 
10 Minuten festhalten. Nach Fleischfiitterung war ein Galvanometer- 
ausschlag nach rechts in der ersten Stunde nach der Fiitterung kaum 
zu merken, im Gegensatz zu durchgefiihrten Scheinfiitterungsversuchen 
und Bewegungen des Tieres, bei denen sich immer ein merklicher 
Galvanometerausschlag nach rechts zeigte. (Die Scheinfiitterungs- 
versuche wurden zu dem Zwecke ausgefiihrt, um den EinfluB der Futter- 
darreichung an sich auf den Energieumsatz beurteilen zu k6énnen.) 
Erst am Ende der ersten Stunde und am Beginn der zweiten begannen 
sich nach Fleischfiitterung die Galvanometerausschlage nach rechts 
zu vergréBern, um dann erst in der zweiten Periode gewaltig im Ver- 
haltnis zur dargereichten Nahrungsmittelmenge anzusteigen. Die auf 
die Wasserverdunstung entfallende Warmeabgabe verfolgten wir 
wahrend der Versuchsperioden mit Hilfe eines an einer im Tierkafig 
von auBen sichtbaren Stelle aufgehangten Haarhygrometers, an dem 
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halbstiindliche Ablesungen vorgenommen wurden. (Bemerkt sei 
daB wir aus der plétzlichen Steigerung des Hygrometers auch ent- 
nehmen konnten, wann das Tier urinierte.) Das in der ersten Periode 
nach Fleischfiitterung abgegebene Warmeplus entfallt, wie wir fest- 
stellen konnten, vornehmlich auf die Wasserabgabe, woriiber bei de1 
Besprechung des Wasserumsatzes ausfiihrlich die Rede sein soll. Nach 
Verfiitterung von Eiklar beobachteten wir in den ersten beiden Stunden 
einen Galvanometerausschlag nach links. Es hatte sich daher die Warme- 
abgabe durch Strahlung vermindert. In derselben Zeit aber konnten 
wir eine Steigerung des Hygrometers feststellen, so daB hier das ge- 
samte Warmeplus bei der Wasserverdunstung erscheint. Auffallend 
war, dab nach Fleischfiitterung die Temperatur im Kalorimeterraum 
in der ersten Periode eine steigende Tendenz aufwies, nach Eiklar- 
fiitterung zur selben Zeit hingegen eher sank. 

Die Tatsache, daB wir in der ersten Periode nach Fleischfiitterung 
eine nur geringe Erhéhung der Strahlungswarme, nach Eiklarfiitterung 
sogar eine Verminderung der Warmestrahlung feststellen konnten, 
méchten wir mit der Erweiterung der SplanchnicusgefaBe infolge der 
Verdauung in Zusammenhang bringen, durch die es zu einer gréBeren 
Warmestauung in den inneren Organen kommen mu, wahrend an die 
Korperoberflache infolge geringerer Durchblutung der Hautgefibe 
nicht so viel Warme vordringen und dann auch nicht durch Strahlung 
abgegeben werden kann. Fiir die erhédhte Abgabe von Wasserdampf 
diirften die Erweiterung der BlutgeféBe und Warmestauung im Kaérper- 
innern und der intermediire EiweiBabbau verantwortlich zu machen 
sein, die eine erhéhte Transpiration verursachen. 

Das Anhalten der Erhéhung der Warmeproduktion war abhangig 
von der verzehrten Futtermenge, und in der Regel nach 10 Stunden 
immer noch nachweisbar. Das Maximum der Wirkung erschien bei den 
von uns verabreichten Gaben 4 bis 6 Stunden nach der Fiitterung. 
Bei der Fiitterung nur sehr kleiner Mengen war die Wirkung innerhalb 
der ersten 10 Stunden abgeklungen. 

Magnus-Lévy (31) findet das Maximum nach 3 bis 4 Stunden, wobei 
diese Intensitét der Wirkung dann einige Stunden anhalt, und ebenso wie 
wir, die Dauer der Wirkung von der verabreichten EiweiBmenge abhangig ist. 
Hingegen fand Koraen (32) an am Menschen ausgefiihrten Versuchen nach 
Darreichung von 250g Eiwei8 bereits nach 7 Stunden Niichternwerte. 
Nach Lusk (33) erscheint das Maximum in der dritten Stunde, wobei dann 
diese Intensitét 12 Stunden anhalt und der Grundumsatz erst wieder 
nach 24 Stunden erhalten wird. 


In bezug auf quantitatives Verhalten der spez.-dyn. Wirkung 
14Bt sich schon aus der Tabelle IV und V ersehen, da einer gefiitterten 
groBeren EiweiBmenge auch eine gréfere spez.-dyn. Wirkung entspricht. 
Es kommen zwar individuelle Abweichungen vor, wie bei Versuchs- 
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tier Nr. 2, bei dem die gleiche EiweiBmenge eine bedeutend grébere 
spez.-dyn. Wirkung hervorrief. Zur besseren Ubersicht dieser Ver- 
haltnisse haben wir die aus den durchgefiihrten Perioden fiir die direkte 
und indirekte Kalorimetrie erhaltenen Mittelwerte auf 24 Stunden und 
Quadratmeter Kérperoberflache berechnet und in Prozenten in der 
Tabelle VII zusammengestellt. 


Tabelle VII. 





Verzehrte Fleisch- (F) Deren Mittlere spez.-dyn. Wirkung 
bzw. Eiklar-(E)Menge Stickstoffgehalt wn _ 
g g 1. Hund 2. Hund 7. Hund 
289.1 F 9,27 39.6 
263,2 F 8,52 21,2 
340,7 E 7,67 21,0 
382,7 E 7,54 20,0 
152,8 F 5,04 17,8 
141,8 F 4,77 16,0 
223.6 KE 4.51 21,2 
2124 E 4,40 14,7 
160,1 EK 3,38 11,6 
143,7 KE 3,04 13,2 
82,2 F 2,73 9.5 
83,0 F 2,75 17,7 
88.9 kK 1,97 10,5 
86,2 E 1,92 5.0 
55,7 F 1,88 6,2 
53,6 F 1,79 9.8 


Die Tabelle zeigt deutlich die Abhdngigkeit der Intensitat der spez.-dyn. 
Wirkung von der gereichten auf N bezogenen Eiweifmenge. 


g) Vergleich zwischen Wdarmeproduktion und Sauerstoffverbrauch. 

Wenn wir bei den einzelnen Versuchen die spez.-dyn. Wirkung 
der direkten und indirekten Kalorimetrie periodenweise vergleichen, so 
zeigen sich in den ersten Perioden héhere Werte bei der indirekten 
Kalorimetrie, wobei der Unterschied gegeniiber der direkten 15 bis 20%, 
betragen kann. Umgekehrt wieder weisen die letzten Perioden wieder 
héhere Werte bei der direkten Kalorimetrie auf. Der Unterschied 
gleicht sich aber aus, wenn wir bei direkter und indirekter Kalorimetrie 
die Mittelwerte des ganzen Versuchs beriicksichtigen. (In den Ver- 
suchen, wo nur zwei Perioden angegeben sind, muB natiirlich auch hier 
eine Differenz auftreten. Um Mifverstandnissen vorzubeugen, sei 
bemerkt, daB sich die Ubereinstimmung zwischen direkter und in- 
direkter Kalorimetrie in Tabelle II auf die Mittelwerte der ganzen 
Versuche bezog.) 

Dieses unterschiedliche Verhalten der Warmeproduktion zwischen 
direkter und indirekter Kalorimetrie wird sehr schén durch die kalori- 
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schen Werte (Quotient aus der Kalorienzahl und dem Sauerstoff- 
verbrauch), die in den Generaltabellen angefiihrt sind, demonstriert. 
Ks stimmen hierbei nicht nur die kalorischen Werte aus den beiden 
Normalperioden, wie zu erwarten war, ein und desselben Versuchs 
iiberein, sondern auch die simtlicher Versuche. Die erhaltenen kalori- 
schen Werte in diesen Normalperioden schwanken zwischen + 2 bis 3%, 


nur ausnahmsweise zwischen -- 5°,, und entsprechen jenen, die von 
Magnus-Lévy (34) angegeben wurden. Anders liegen jedoch die Ver- 
haltnisse bei den folgenden Fiitterungsperioden. Wenn nun oben 


mitgeteilt wurde, daB in der ersten Fiitterungsperiode die Werte aus 
der indirekten Kalorimetrie jene der direkten iibersteigen, so miissen 
in diesen Perioden die Cal /O,-Werte sinken, und umgekehrt inden letzten 
Perioden, wo die direkte Kalorimetrie héhere Werte ergab als die in- 
direkte, steigen. Diese Erwartungen werden durch die erhaltenen 
kalorischen Werte erfiillt. In 13 von 16 Versuchen war der kalorische 
Wert in der ersten Fiitterungsperiode gegeniiber den Normalperioden 
deutlich gesunken, und viel kleiner, als dem respiratorischen Quotienten 
entsprechen wiirde. So betragen die kalorischen Werte in Versuch 28 
4,10 (RQ. = 0,785), in Versuch 30 3,96 (RQ. = 0,731), in Versuch 40 
4,04 (RQ. 0,740) und in Versuch 47 4,18 (RQ. = 0,712). Hin- 
gegen war der kalorische Wert in 11 Versuchen in der dritten, 
vierten oder fiinften Fiitterungsperiode gréBer als dem RQ. ent- 
sprechen wirde. So betragt er in Versuch 30 5,37 (RQ. 0,850), 
in Versuch 36 5,01 (RQ. 0,774), in Versuch 38 5,14 (RQ. 

0,775), in Versuch 52 5,22 (RQ. = 0,849) usw. Wenn wir aber 
aus den kalorischen Werten simtlicher Fiitterungsperioden den Mittel- 
wert ziehen, so erhalten wir wieder einen Wert, der dem des RQ. 
entspricht. 

Williams, Rich und Lusk (35) fanden ebenfalls einen Unterschied 
_zwischen direkter und indirekter Kalorimetrie. Die Autoren berechneten 
die indirekte Kalorimetrie aus N- und C-Gehalt der K6érperabgaben und 
fanden, da diese in der zweiten bis dritten Stunde der Nahrungsaufnahme 
gréBer ist, als die direkte. Sie nahmen an, daB der Unterschied zwischen 
direkter und indirekter Kalorimetrie von einer gr6éBeren Durchwarmung 
der K6rperoberflache herriihrt und aus diesem Grunds die im Mastdarm 
gemessene Temperatur kein Ma der Temperaturerhédhung des Hundes 
darstellt. In spateren Versuchen erklarte Lusk (36) diese Erscheinung mit 
der tieferen Temperatur der verabreichten Nahrung gegeniiber der Kérper- 
temperatur, so daB die aufgenommene Nahrung dem K6érper Warme ent- 
ziehen mu, die sich dann in der zweiten bis dritten Stunde in der be- 
schriebenen Weise aéuBert. Lusk fand némlich dann keinen Unterschied 
zwischen direkter und indirekter Kalorimetrie, wenn er die zu verabreichende 
Nahrung vorher auf Kérpertemperatur brachte. (Diese Versuche fiihrte 
der Autor mit Zuckeriédsungen aus, und wenn er d’ese vorher nicht aut 
K6rpertemperatur erwarmte, erhielt er fiir die indirekte Kalorimetrie in 
der angegebenen Zeit um 6 bis 7°, gréBere Werte.) 
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Bei unseren Versuchen hatte die verabreichte Nahrung Kalorimeter- 
temperatur (26 bis 27°), doch zeigte sich zwischen direkter und indirekter 
Kalorimetrie ein viel gréBerer Unterschied als der Lusks, so daB uns 
dessen Erklarungsweise nicht befriedigend erscheint und uns nach einer 
anderen Ursache suchen lie}, um so mehr, als bei unseren Versuchen 
die indirekte Kalorimetrie durch den Sauerstoffverbrauch reprasentiert 
wird. 

In der Restitutionsperiode der Muskelkontraktionen ist der Sauer- 
stoffverbrauch, wie bekannt, erhéht, und parallelgehend ist auch eine 
Erhéhung der Warmeproduktion anzunehmen. Wenn wir aber nicht 
nur eine Muskelfaser beriicksichtigen, sondern die gesamte arbeitende 
Muskulatur eines Kérpers, dann muB die Erhéhung des Sauerstoff- 
verbrauchs infolge des raschen Blutkreislaufes und des raschen Gas- 
wechsels sofort bemerkbar sein, was wir mit derartigen Versuchen auch 
bestatigen kinnen. Hingegen braucht die mit dem erhéhten Sauerstoff- 
verbrauch eintretende erhéhte Warmeproduktion mit dem Oxydations- 
prozeB nicht gleichzeitig verlaufend in Erscheinung zu treten, da die 
Warmeproduktion in der Regel nach der Waérmeabgabe gemessen wird. 
Die Warmeentstehung und damit eine erhdhte Warmeproduktion geht 
aber im K6rperinnern vor sich, wahrend die Warmeabgabe an die 
K6rperoberflache gebunden ist. Wenn dem so ist, dann ist auch erklarlich, 
warum die im Innern des Korpers angereicherte Warme sich bei unseren 
ersten Fiitterungsperioden nicht bemerkbar macht, sondern erst in 
den letzten, da eben mit Hilfe unserer Vorrichtungen nur die Warme- 
abgabe gemessen wird. 

Man hatte daran denken kénnen, daB dieses Defizit in der direkten 
Kalorimetrie auf die Traégheit des Apparates zuriickzufiihren sei, in 
dem Sinne, daB der Apparat verspaitet die Erhéhung der Warme- 
abgabe registriert. Dieser Einwand aber wird sofort hinfallig, wenn wir 
auch die Wasserabgabe in den Gesichtskreis unserer Betrachtungen 
ziehen, die doch von der die Warmestrahlung registrierenden Apparatur 
unabhangig ist. Ein Blick auf die entsprechende Kolonne in Tabelle IV 
zeigt bei Versuch 30 in der ersten Fiitterungsperiode nach Fleisch- 
fiitterung eine Warmeproduktion der indirekten Kalorimetrie bereits 
von $12 Cal, gegeniiber 686 Cal der direkten Kalorimetrie, bei welch 
letzterer sich also beim Vergleich mit dem Grundumsatz kaum ein 
Unterschied ergab. Zur selben Zeit zeigte sich auch kaum noch eine 
Erhéhung der Wasserabgabe. Diese Zahlen weisen wohl darauf hin, 
daB die Warmeabgabe gegeniiber der gesteigerten Oxydation ver- 
schoben ist?. 

1 Wenn z. B. die strahlende Warme des Warmeplus verspaétet in Er- 
scheinung treten wiirde, die Wasserabgabe aber keine Verspéitung zeigen 
wiirde, so wiirde das weder fiir, noch gegen eine zu groBe Tragheit des 
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Trotzdem kann man nicht behaupten, dafs der Energieumsatz 
durch die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs besser charakterisiert 
ist, als durch die Warmeabgabe, oder umgekehrt. Die Oxydation de1 
Molekiile erfolgt nicht momentan wie in der Berthelotschen Bombe. 
sondern mit unbekannter, doch jedenfalis beschrankter Geschwindigkeit 
bis zu den Endprodukten. Andererseits erfolgt auch die Umwandlung 
der chemischen Energie in Warme nicht auf einmal, sondern etappenweise 
nach MaBgabe der stofflichen Umwandlungen. Es besteht durchaus 
kein strenger Parallelismus zwischen Sauerstoffaufnahme und Warme- 
abgabe der zu oxydierenden Substanz unter Umwandlung ihrer che- 
mischen Energie in Warme, um so weniger, da ja Verbrauch von 
Sauerstoff durch unsere Methodik schon zu einer Zeit angezeigt werden 
kann, in der die gebildete Warme noch nicht an die Oberflache ge- 
langt ist und abgegeben wurde. 


h) Beteiliqung der Wasserverdamptung an der Wdrmeabgabe. 

Aus Tabelle VIII ist ersichtlich, daB in den Normalperioden der 
Anteil der Wasserverdunstung an der Warmeabgabe ziemlich konstant 
ist, nur geringe individuelle Schwankungen zeigt und etwa 17 bis 20°, 
betragt. (Bei Tier Nr. 2 sind die Werte z. B. dauernd etwas niedriger 
als bei den beiden anderen Versuchstieren.) In den Fiitterungsperioden 
sowohl nach Fleisch als auch nach Eiklarverabreichung ist die Warme- 
abgabe durch Wasserverdunstung bedeutend starker als durch Strahlung 
und Leitung. Unter den beiden verabreichten Nahrungsmitteln bewirkt 
wiederum Eiklar eine héhere Warmeabgabe durch Wasserverdunstung 
als Fleisch. Diese Erscheinung kann vielleicht mit der im Eiklar vor- 
handenen gréBeren Fliissigkeitsmenge in Zusammenhang gebracht 
werden. Nach Fleischfiitterung sieht man zwar sofort eine geringe 
Erhéhung der Wasserabgabe, doch werden die maximalen Werte erst 
5 bis 6 Stunden nach der Fiitterung erreicht (Versuch 28, 29, 30 und 36). 
Nach Verfiitterung von Eiklar tritt diese Steigerung in der Wasser- 
verdunstung sofort ein und halt bei gréBeren Mengen 6 bis 8 Stunden 
an, zeigt aber nach kleineren Mengen bereits nach 3 bis 4 Stunden eine 
sinkende Tendenz. 

i) Respiratorischer Quotient. 

Die von uns in den Normalperioden gefundenen RQ. bewegen sich 
im Mittel um 0,740. Nach Fleischfiitterung steigt der RQ. bereits in 
den ersten beiden Stunden, erreicht das Maximum nach 6 bis 8 Stunden, 


Apparates sprechen. Auch wenn die Registrierung der Strahlungswérme 
eine wesentliche Steigerung zeigt, so kénnte das auch noch auf eine zu 
groBe Tragheit des Apparates zuriickzufiihren sein. Gegen eine solche aber 
sprechen die vorliegenden Befunde in der Wasserabgabe. 
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satz Tabelle VIIL. 
siert 
Von der auf 24 Stunden berechneten Warmeabgabe 
dei Nr. von bei den Fleischversuchen entfallen auf 
nbe — ee Strahlung Wasser- Strahiung Wasser- 
‘keit Tier und Leitung verdampfung und Leitung verdampfung 
: Cal Cal 0 Mi 
lung 
veise 28 I. N.P. 261.4 45,5 85 15 
haus 2 i 268.4 55.3 83 17 
r BP. 244.5 80,2 79 21 
_- es 341.4 118.4 74 26 
che it, 5 342.4 108.5 76 24 
von 29 a, 307,58 73.6 SI 19 
ieilien 1 > 314.8 73,7 Sl 19 
en I FP. 335,5 106.9 76 24 
) ge- | ae 341,7 104.5 77 23 
Hi. 350.9 133.5 72 28 
i. x 356.5 169.1 68 32 
_ 358,0 136,0 72 28 | 
30 cP. 258,3 57,1 82 18 
der 2 oS 256.0 52,0 83 17 
tant EP. P. 270,9 62,7 Sl 19 
A ae % 305.5 85,1 78 22 
0 '/o Wl. , 291,8 103,1 74 26 
nigel i. ~ 274,0 93,8 75 25 
den Weve 280,2 101,2 74 26 
-me- 31 B. NLP. 303,8 71,4 81 19 
1 Hs 307.3 83,8 79 21 
lung LPP. 330,9 133.4 71 29 
yirkt aoe 344.7 145.5 70 30 
} 
tung 33 L. NP: 328,3 84,8 89 20 
aie. 1 a 5 331,5 84,3 80 20 
) LF.P. 343,4 96,1 78 22 
acht i 349,7 100,1 78 22 
inge He . 363,8 108,4 77 23 
erst 36 I. N.P. 252,2 42.1 86 14 
36 2 HT. « 259.6 43,3 86 14 | 
o>). I. FP. 270,2 53,8 83 17 
sser- HW 290.1 67,5 81 19 
n° 73 a | 91 
iden ME «4 303, 1 78,1 79 21 
é ) iN. 264,6 89,2 75 25 
eine ee 275,4 88,5 76 24 
38 a A 355.6 80,8 82 18 
1 | ar 362.7 77,0 83 17 
cee 363,9 90,9 80 20 
sich oi 369,9 103,1 78 22 
oe in EE.’ 374,4 99,9 79 21 
fio ae 367,0 112,1 77 23 
den, p . ee 369.5 102.0 78 22 
40 b NOP. 266,9 39,8 87 13 
irme 2 Li. “3 281,8 53,7 84 16 


. =u LF. P. 296.3 58.3 84 16 
: aa % 303.5 59,9 84 16 
aber IIL. 


301.4 54.6 85 15 


N. P.=Normalperiode. F. P. = Fiitterungsperiode. 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 











Nr. von 
Versuch 
and 
Tier 


eas 
“Ibo 


44 


“Io 


46 


47 


or 
Lo bo 


oa 
“Io 


Versuchs- 


periode 
LN. P. 
iS 
L Fo? 
Il. 
LI. 
ie 
Vis 
eg 
a a 
a 
i % 
i... 
ix; 4 
.. 
FB Og 
uM. 
Byes 
Rh 
I. N.P 
a 
VS 
II. 
Wl 4 
IN. 
a 
i. Nez. 
. 
Por. 
ae 
Mh.» 
IV. 
ve 
I. N. P. 
S ae 
Be 
aa 
LL. 
IV. 
OB 
ib 6 
oe 
Il. 
 — 
/ aa 
Vey 


N. P. = Normalperiode. F. P. = Fatterungsperiode. 


Von der auf 24 Stunden berechneten Wirmeabgabe 
bei den Eiklarversuchen entfallen auf 


Strahlung Wasser- Strahlung 


und Leitung verdampfung und Leitung 
Cal Cal D 

335,0 77,9 
329,9 73,8 
329, | 109,7 
341,5 134,3 
347,2 149,9 
347,1 190,3 
340,5 108,7 
281,7 51,9 
300,5 59,8 
284,2 102,7 
303,5 108,2 
328.1 119,0 
334,2 109,3 
332,5 82,3 
329,5 75,6 
840,8 73,8 
322,6 197,4 
332,5 143,7 
285,9 55,2 
292.1 | 59,0 
266,0 115,2 
288,6 86,4 
290,3 80,8 
319,2 83,4 
324,4 73,9 
329,2 71,3 
341,6 72,9 
329,5 129.8 
334,0 127,3 
337,7 129,2 
342.4 97,9 
331,5 94,2 
262.3 74,1 
274,0 86,0 
275,0 89,3 
294.8 104,3 
300,3 101,8 
310,7 103,9 
343,6 90,6 
337,5 = 

333,5 | 136,5 
348.0 | 161,0 
3415 | 150,2 
337,3 | 154,4 
3128 | 121,4 


81 
82 
75 


Wasser- 
verdampfung 


Fy 


19 
18 
25 
28 
30 
35 
24 


4 


15 


97 


26 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 





Von der auf 24 Stunden berechneten Wirmeabgabe 


Nr. yon bei den Eiklarversuchen entfallen auf 
’ — , neo Strahlung Wasser- Strahlung Wasser- 
Tier und Leitung verdampfung und Leitung | verdampfung 

Cal Cal %"lo | pif 

54 : BP. 285,6 57,1 83 17 

2 a 286,1 57,0 83 17 

LF. P, 266,4 117,4 70 30 

a 269,0 101,4 73 27 

i. ,, 270,2 88,3 75 25 

RVs 5 274,4 76,4 78 22 

Wego 275,0 70,5 80 20 


N. P. = Normalperiode. F. P. = Fiitterungsperiode. 


sinkt hierauf wieder und erreicht seinen normalen Wert nur in zwei von 
unseren Versuchen, und zwar erst in der zehnten Stunde. Nach Ver- 
fiitterung von Eiklar konnten wir in der ersten Fiitterungsperiode, mit 
Ausnahme des Versuchs 44, kein Ansteigen des RQ. beobachten. Er 
sinkt sogar in vier von acht Versuchen, wahrend in den iibrigen gegen- 
itber den Normalperioden kaum eine Anderung zu bemerken ist. Die 
Steigerung tritt dann bald ein und erreicht auch schon bei vier Ver- 
suchen (44, 46, 47 und 52) in der vierten Stunde das Maximum, bei den 
anderen Versuchen aber erst in der achten bis zehnten Stunde. In den 
Fleischfiitterungsperioden zeigt der RQ. sehr hohe Werte, die auch jene 
iiberschreiten, die man sonst bei Verfiitterung von Eiweif zu beob- 
achten pflegt (Versuch 29, RQ. = 0,849, Versuch 29, RQ. = 0,886, 
Versuch 31, RQ. = 0,932). Diese Erscheinung kann vielleicht in Zu- 
sammenhang mit einem héheren Glykogengehalt (Pferdefleisch) gebracht 
werden. Bei den Eiklarfiitterungsversuchen konnten wir keine so hohen 
RQ. erhalten. Diese bewegen sich in der Héhe jener, die fiir die Ver- 
fiitterung von EiweiB gelten. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die Steigerung in der Warmeproduktion erklart Zuntz mit der Er- 
nahrung und Verdauungsarbeit (Kauen, Schlucken, Weiterbeférderung der 
Nahrung, Verdauungssaftsekretion, Resorption usw.). Nach Rubner iibt 
die eingefiihrte Nahrung bzw. deren Spaltprodukte auf die Zellen einen 
Reiz aus, in dessen Folge der Stoffwechsel erhéht wird. Lusk bewies dann, 
daB diese Spaltprodukte in den Aminoséuren zu erblicken seien. Da die 
Verdauungsarbeit die Ursache der Warmesteigerung sei, bezweifelten 
Rapport und Lusk (37), die zeigten, daB noch 14 Stunden nach EiweiS- 
fiitterung eine Erhéhung im Stoffwechsel nachweisbar ist, zu einer Zeit 
also, in welcher schon drei Viertel des N der eingefiihrten Nahrung aus- 
geschieden war. Benedict (38) brachte auch wichtige Beweisgriinde gegen 
die Auffassung von Zuntz bei Versuchen vor, die er mit Agar-Agar aus- 
gefiihrt hatte. 
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Lusk und seiner Schule gelang es demnach, Rubners Theorie dure} 
den Nachweis zu_ bestétigen, da Aminosaéuren ebenso wie EiweiB ein: 
Warmesteigerung verursachen. Diesen Angaben gegeniiber aber muB di: 
Tatsache auffallend erscheinen, daB nach Verfiitterung von EiweiB immer 
eine hohe Steigerung der Warmeproduktion eintritt, wahrend nach der 
Fiitterung von Fett, das doch beinahe die doppelte Kalorienmenge be 
seiner Verbrennung ent wickeln kann, eine Warmesteigerung nur in geringen: 
Mabe oder, wie manche Autoren angeben, iiberhaupt nicht beobachtet wird 

So nimmt Scheuer (39) eine Anhéufung von Fett bzw. Glykogen in 
K6rper an, ohne dab sich der Stoffwechsel hierbei erhéht, sokald den: 
Kérper N-freie Nahrungsstoffe im UberschuB zugefiihrt werden. Ben 
dict (40) findet nach Kohlenhydratfiitterung eine groBe Erhéhung de: 
Warmeproduktion, wenn keine Reserven im Organismus vorhanden sind 
Mason (41) tindet nach Fettzufuhr bei Unterernaéhrten eine viel gréBere 
Erhéhung im Stoffwechsel, als bei diesen Personen spaéter im wohlernahrten 
Zustande nach einer Mastkur. Bruin (42) findet bei dicken Kindern mit 
normalem Grundumsatz eine geringere spez.-dyn. Wirkung. Nach Carpente: 
und Fox (43) ist kein Zusammenhang zwischen spez.-dyn. Wirkung und 
verbrannter Zuckermenge nachweisbar. Baur (44) fand bei einer Person, 
die durch mehrtagiges Hungern absichtlich glykogenfrei gemacht worden 
war, einen sehr hohen Sauerstoffverbrauch nach Traubenzuckerverabreichung 
und nimmt aus diesem Grunde an, daB eine langer dauernde Uberernahruny 
die spez.-dyn. Wirkung herabsetzt. Dann und Chambers (45) geben ebenfalls 
eine sehr hohe spez.-dyn. Wirkung bei Hunden an, die 3 Wochen hindurch 
hungerten. Mac Clellan (46) schlieBlich behauptet. daB die Extrawéarme 
erzeugung gréBer ist, wenn die Verabreichung der WKohlenhydrate ein 
geschrankt wird und vorher mehr von ihnen gegeben wurde. 

Diese Literaturangaben scheinen uns auf einen Zusammenhang 
zwischen der spez.-dyn. Wirkung N-freier Stoffe und dem Vorhanden- 
sein oder Fehlen einer Reserve dieser Stoffe in dem Sinne hinzuweisen, 
daB ein Organismus aufgenommene N-freie Substanzen wie Fette und 
Kohlenhydrate verbrennt oder deponiert, je nachdem wieviel in seinem 
Kérper von den verabreichten Substanzen vorhanden ist. Stehen dem 
Koérper groBe Reserven zur Verfiigung, dann verbrennt er nicht sofort 
die frisch einverleibten, sondern zuerst die in den Depots (Fettdepot, 
Leber) aufgestapelten und fiir die Verbrennung schon vorbereiteten 
Stoffe. Besitzt der Kérper hingegen keine Reservestoffe, dann verbrennt 
der Organismus die frisch zugefiihrten Fette und Kohlenhydrate sofort. 
was sich in einer starken Steigerung der Warmeproduktion auBert 
Da die Fettreserven gréBer als die Glykogenreserven sind, mu die 
spez.-dyn. Wirkung der Fette kleiner sein als die der Kohlenhydrate. 

Ganz anders hingegen verhalt sich der Organismus gegeniiber 
EiweiBkérpern. Da bei normalen Verhaltnissen der Koérper kein Eiweib 
ansetzt, so mu die vom Kérper resorbierte EiweiBmenge sofort ver- 
brannt werden. Bei Verabreichung von weniger Eiweif muB daher 
die Warmeproduktion geringer, bei gréBeren EiweiBgaben gréBer sein. 

So konnte Magnus-Lévy (47) bereits bei an Hunden ausgefiihrten 
Versuchen beobachten, daB nach 400g Fleisch eine Warmesteigerung von 
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33°. eintrat. die dann 60 bis 70°, erreichte. wenn er eine Fleischmenge 
vertiitterte, die 60 g N enthielt. (,.Je@ mehr das Futter Eiweif} enthalt, um 
so gréBer ist die Steigerung und um so langer halt sie an.‘**) Gigon (48) 
arbeitete mit verschiedenen Caseinmengen und fand eine Erhéhung des 
Sauerstoffverbrauchs von 6 bis 54°,, entsprechend einer Caseinmenge 
von 40 bis 200g. William, Rich und Lusk (49) sahen nach 700 g Fleisch 
45°,, nach 1200 g Fleisch 82°,, Warmesteigerung, Rapport und Weiss (50) 
fanden entsprechend einer Fleischmenge von 200, 400 und 800 g, 29,8, 
38,1, 51,2 und 59,5°,, Erhéhung in der Warmeproduktion; Hari (51) fand 
ebenfalls die spez.-dyn. Wirkung proportional den verfiitterten EiweiB- 
mengen. Man kann die Angabe von Rapport (52) in Einklang mit jenen 
Versuchsreihen bringen, bei welchen er von verschiedenen EiweiBarten 
dieselben Mengen gab (entsprechend 6g N) und fand, dab die spez.-dyn. 
Wirkung unabhangig von der Herkunft immer gleich war. 

Absichtlich arbeiteten wir bei unseren Versuchen mit zwei ver- 
schiedenen EiweiBkérpern und auch verschiedenen Mengen. Hierbei 
beobachteten wir, daB die spez.-dyn. Wirkung nach den beiden verab- 
reichten EiweiBkérpern mit deren N-Gehalt in Zusammenhang steht. 

Fiir die von uns entwickelte Anschauung spricht auch die Angabe 
Rubners (53), der fand, daB abgelagertes EiweibB keine spez.-dvn. Wirkung 
austubt; desgleichen ist nach demselben Autor auch EiweiBansatz 
méglich, ohne jede energetische Veranderung. 

Aus diesen Angaben der Literatur folgt, da die Warmeproduktion 
nach Eiweibfiitterung dann nur gering ist, wenn der Kérper in der Lage 
ist, Kiweih anzusetzen. Zur allgemein angenommenen Ansicht der 
Luskschen Schule, daB die spez.-dyn. Wirkung der EiweiBkérper auf 
deren Aminosauren zurickzufiihren ist, stehen unsere Anschauungen 
nicht im Widerspruch, die dahin gehen, daB die nach Verbrennung 
von EiweiB entstehende groBe und sofort eintretende Warmesteigerung 
darauf zuriickzufiihren ist, da der Koérper kein EiweiB deponieren 
kann, sondern dieses sofort verbrennt und entsprechend dieser Ver- 
brennung, wie aus unseren Versuchen iiberzeugend hervorgeht, eine der 
verabreichten EiweiBmenge proportional gesteigerte Kalorienzahl pro- 
duziert wird. 

Zusammenfassung. 

1. Die spez.-dyn. Wirkung von EiweifS (Fleisch, Eiklar) ist von 
der verfiitterten EiweiBmenge abhangig. 

2. Diese Abhangigkeit der spez.-dyn. Wirkung von der verfiitterten 
EiweiBmenge wurde mit dem Nichtansatz von Eiwei8 im Organismus 
unter normalen Verhaltnissen und dessen sofortiger Verbrennung in 
Zusammenhang gebracht. 

3. Die Warmeabgabe des Organismus wurde mit dem Sauerstoff- 
verbrauch in den einzelnen Perioden nach der Eiweibverfiitterung 
nicht synchron verlaufend gefunden und diese Erscheinung erklart. 
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X. Mitteilung: 
Uber die spezifisch-dynamische Wirkung der Fette. 


Von 
Zoltan Asz6di und Josef Pélyi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Marz 1934.) 


In der vorangehenden Mitteilung (1), die sich mit der spez.-dyn. 
Wirkung der Eiweifstoffe befaBt, haben wir die im Verhaltnis zur 
verabreichten EiweiBmenge proportional eintretende spez.-dyn. Wirkung 
auf die sofortige Verbrennung der EiweiBstoffe zuriickgefiihrt, da letztere 
im normalen Organismus unter gewOhnlichen Umstanden nicht angesetzt 
werden. Gleichzeitig haben wir auch die Vermutung gedéuBert, daB die 
anderen Nahrungsmittel, wie Fette und Kohlenhydrate, deswegen eine 
geringere und inkonstante spez.-dyn. Wirkung zeigen, weil der Organis- 
mus in der Lage ist, sie als Reservestoffe abzulagern, und sie daher 
nicht sofort verbrennen muB. 


Beziiglich des Stoffwechsels des Hundes sagt Pfliiger (2), daB dieser 
dann am kleinsten ist, wenn der Hund hungert oder Fette oder Kohlen- 
hydrate zu sich nimmt. Magnus-Lévy (3) findet beim Menschen nach 
Verabreichung gréBerer Mengen von Fett eine gréBere, bei kleineren 
Mengen eine kleinere Steigerung, doch finden sich bei ihm auch Ver- 
suche, bei welchen Fettverabreichung iiberhaupt keine Steigerung der 
Warmeproduktion verursachte. Rubner (4) gibt als spez.-dyn. Wirkung der 
Fette eine Steigerung der Warmeproduktion um 12,7°, an. Nach ihm 
zeigen die EiweiBstoffe die gré8te spez.-dyn. Wirkung, dann folgen die 
Fette und zuletzt die Kohlenhydrate. Lusk bezweifelt diese Reihenfolge 
und erkennt den Kohlenhydraten eine gréBere spez.-dyn. Wirkung als den 
Fetten zu. Nach Koraen (5) kommt den Fetten keine spez.-dyn. Wirkung 
zu. MSchreuer (6) sagt, daB eine Anhaufung von Fett bzw. Glykogen im 
K6érper eintritt, wenn man N-freie Nahrung dem Kérper im UberschuB 
zutiihrt, ohne daB sich hierbei der Stoffwechsel wesentlich erhéht. Gigon (7) 
fand nach Olzufuhr eine Verminderung des Stoffwechsels, die erst nach 
einer Gabe von 150 g Ol in eine unwesentliche Steigerung iiberging. Murlin 
und Lusk (8) verabreichten Hunden 100g Fett als Emulsion und beob- 
achteten eine 30°,ige Steigerung in der sechsten Stunde, und bei einem 
anderen Hunde nach 75g eine 18°, ige Steigerung, die mindestens 10 bis 
12 Stunden andauerte. Nach Benedict (9) betragt die spez.-dyn. Wirkung 
12°. und ist geringer als die der Kohlenhydrate. 


Aus diesen Versuchsergebnissen der Literatur geht schon hervor, 
da® man aus ihnen eine einheitliche Vorstellung, wie aus den Versuchen 
mit EiweiBstoffen, nicht erhalten kann. Es hatte daher aus diesem 
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Gewicht 
des Tieres 
am Beginn 

und am 

Ende des 

Versuchs 


£g 


8480.7 
8419.0 


9931.7 
9886.0 


10 106.6 
99982 


Absolute 


Temperatur 


des Tieres 
am Beginn 
und am 
Ende des 
Versuchs 


Ruhe 


Mittlere 


Temperatur 


des Tier- 
behalters 


Datum 


1. IV. 1932 
§h__ joh 
12 —14 
14 16 
16 18 
18 —?0 
20) 2» 


) 

8 
bestimmt 
berechnet 
18. IIT. 1932 

gh j2h 
12 14 
14 16 
1b 18 
18 —20 
20 —22 
22 —24 
24-2 


Zusammen: 


Zusammen : 


bestimmt 
berechnet 
29. III. 1932 

7450’ — 11250’ 
11 50 —13 50 
13 50 15 50 
15 50 —17 50 
17 50 —19 50 
19 50 —21 50 
21 50 —23 50 
23 50 1 50 


Zusammen: 


to IO DO bo DS DO LO LO 
st aan 


St te He OF 


bestimmt 
berechnet 


END OND mt et pet es pet 


bestimmt 
berechnet 


Zusammen : 


Vereinzelte 


Bewegungen. 


Sauerstoff- 
verbrauch 


17.00 
9.0] 
8,84 

10,05 
9,67 

10,13 
9,80 

10,55 

10,96 

11,03 

10,59 

117,63 
119.65 


23,17 
10,94 
10,55 
11,53 
11.06 
11,68 
10.70 
11,25 
100,88 
101,65 


25,62 
10,85 
10,76 
12,04 
12,47 
11,49 
11.71 
11.00 
105,84 
106,60 


18,22 
8,87 
9,12 
9 01 
9,17 
9,79 
10,05 
11,41 
11,24 
96,58 
98 16 
3 


17,30 
8,66 
9,41 
9,93 
9.89 

10,26 

10,28 

10,18 

10,63 

10,97 

10,62 


24.03 
ER Ae 
10.89 
11,85 
10,93 
11,67 
11,31 
11.06 


18,26 
9,49 
9,65 
916 
9,18 

10,30 

10.20 

11,54 


11,28 


Wenige 





Tierische Kalorimetrie. X. 





bgabe pro ogh 
jurch 


r 
i 


Ventil 


ver 
dampfung 


_ 


wo 
oe 

» 
oe 
6 


D191 D2 SD 
Do Or Go bo DO 
Se wwivel 


oe 
e's 
Ste 


Ziemlich ruhig. 


Korrekt. fiir 


OO bO Lo tO LO FO WS DO Ww 


ee 


ped fe ped et et OD OD OD 


Wirme- 
prodaktion pro 
qm Koérperober- 
sche o4l 
flac he _und a . Bemerkung 
be- be- 
stimmt rechnet 
Cal Cal 


718 738 Vorperiode nach 725 Fasten 
708 761 I. Normalperiode 

736 757 II. ie 

811 849 ; [. Fiitterungsperiode, 62,9 ¢ Speck 
795 828 II. 

891 859 Iii. 

ROR 837 c LV. 

918 902 V. 

GQ)? 924 VI. 

99] 931 VIL. 

950 896 VILL. 


Vorperiode nach 725 Fasten 

% Normal periode 

LI. a 

I. Fiitterungsperiode, 59,6g Speck 
II. 
EYT. 

RY. 

= 


Vorperiode nach 72h Fasten 
I. Normalperiode 
EL = 
a Fiitterungsperiode, 18.3 ¢ Speck 
(is ‘9 (31,0 Harn) 
LIT. 
IV. 
¥: 


723 764 4,43 Vorperiode nach 725 Fasten 

765 753 {82 I. Normal!periode 

782 173 1.79 I. a 

786 «763 4.87 I. Fiitterungsperiode, 47.4 ¢ Speck 
802 768 4,89 Il. 

850 829 4.85 Il. 

886 844 4,93 IV. # 

QED 958 4.75 V. 5 $2.49 Harn 
1007 G42 5.00 VI. 


Unruhig. 








Z. Aszédi u. 


CGeneralts 





Gewicht 
des Tieres 
am Beginn 

und am 

Ende des 

Versuchs 


Tier 


Versuch 


Zz 
ra 
7. 
Mid 


£ 


10460,8 
10335,2 


10519.8 
10295,5 


61 7 


8685,2 
8642.6 


103 13 9114,0 


8983,5 


Temperatur 


des Tieres 


am Beginn 


and am 
Ende des 
Versuchs 


oc 


38] 


Mittlere 
Temperatur 
des Tier- 
behilters 


28. IV. 
6530’ 
10 30 
12 30 
14 30 
16 30 
18 30 
4 30 
22 30 
Zusammen: 


1 os. 
8h 10’ 
12 10 
14 10 
16 10 
18 10 


20 10 — 


22 10 
24 10 
Zusammen: 


18. XI. 


7530’ 
11 30- 
13 30 - 
15 30 
17 30 
19 30 
21 30 
23 30 
1 30 
Zusammen: 


to 9 DO im im me 


a RY, 
6445’ 
10 45 
12 45 
14 45 
16 45 — 
18 45 
20 45 
22 45 


Zusammen: 


or 
Pome Ole Del 


on 


fo DO bo DO bo DO DO bo 
Moen Ororwoesose 


-18 


Datun 


1933 
10430’ 


-12 30 
—14 30 


16 30 
30 
20 30 
22 30 
24 30 
bestimmt 
berechnet 
1932 

12 10’ 
14 10 
16 10 
18 10 


-20 10 


22 10 
24 10 


- 210 


bestimmt 
berechnet 
1932 
11530’ 

13 30 

15 30 


-17 30 


19 30 
21 30 
23 30 
1 30 
3 30 


bestimmt 


berechnet 


1933 

10245’ 
12 45 
14 45 


hesliad 
berechnet 





Absolute 


Ruhe. 


Vereinzelte 


Bewegungen. 


Sauerstoff- 


verbrauch 


116,65 
120,56 


a ee RR OD 
_ BO Se bo be or 
TR wR 

OI -10 


56 

12,61 
112,21 
112,18 


17,46 
8.56 
8,68 

10,25 
9,51 
8,89 
8,41 
9,25 
9,51 

90,52 

89,52 

19,24 

19,24 
9,94 
8,96 

11,68 

11,81 

10,31 

11,05 
9,69 

92,71 

95,06 


3 


bo Go bo bo Ot 
0 hm Oe OO 
Soa to 


oo 


ee ee ee 
OO 
(se) 


we 
o 


Wenige 


6.97 


8,10 


10,13 
906 
7.80 
6,53 
9,62 
7.60 


Beweg 





21,50 
9.89 
8.68 

11,35 

10,97 

11,29 

11,20 

[3,85 


Tierische 


Kalorimetrie. 





abgabe pro gh 


dureh 


ver- 
dampfung 


isser- 


W 


produktion 


Ventil 


Korrekt. fiir 
die Warme- 


Cal 


53,9 
62,9 
56,5 
71,4 
67,2 
73,6 
64,9 
78,4 


ao 
| 


oor 


DO bo bo 


,0 
,5 
ve il- 
2 


IS POLO 1S 1S ee 


at 
eo e CO 


a 
; 


Warme- 
produktion pro 
qm Kérperober- 
flache und 245 


be- be- 
stimmt rechnet 


Cal 


1003 
883 
859 
912 
990 
897 
920) 
889 


860 


Cal 


1102 
906 
906 
965 
1909 
932 
974 
871 


935 
894 
904 
974 
90] 
939 
8)8 
927 


779 
808 
828 
942 
955 
839 
898 
790 


Bemerkung 


Vorperiode nach 72% Fasten 
i Normal periode 

Ek = 

[. Fiitterungsperiode, 42,7 g Speck 
IL. .¢g Harn) 
III. 
IV. 

V. 


Vorperiode nach 725 Fasten 
Bs Normal periode 
Ei oa 
I. Fiitterungsperiode, 41,0 g Speck 
II. ; (95,2 ¢ Harn) 
Til. 
IV. 
V. 


Vorperiode nach 72" Fasten 

I. Normalperiode 

II. 3 

I. Fiitterungsperiode, 40,4 g Speck 
II. 
IU. 

IV. 

¥. 

VI. 


Vorperiode nach 72h Fasten 
I. Normal periode 
IT. * 
[. Fiitterungsperiode, 31,5 g Speck 
Il. ‘ 
Ill. 
IV. 4 
V. 7 (64.0 ¢ Harn) 


Verhalten 
des Tieres* 





96.6 | 


| 


Ziemlich ruhig. 5 = Unruhig. 








Z. Aszodi u. J. Pélyi: 








Gewicht 
des Tieres 
am Beginn 


Versuch 


an und am und am 
Ende des Ende des 
Versuchs Versuchs 
Nr. | Nr. £ ( 
5) 4 8219.7 38,3 
8140.0 35,1 
37 ( = 10687.4 38,7 
10622.7 > 30,7 
76 7 10385,.0 38.6 
10291,0 38,7 
98 | 13 9411.8 38.3 
9258.0 38.3 
* 1 = Absolute Ruhe. 


aes 


Temperatur 


jeres 


am Beginn 


Mittler 


behilte 


e 


Temperatur 
des Tie 


v- 


rs 


Datum 


ry - 

10. ILI. 1933 
23,7 7h yyh 16,74 
24,3 11 13 7.30 
24.6 13 15 8.19 
24,9 15 17 &.30 
25,1 17 —19 8,74 
25.3 10 ?1 9.53 
25.4 21 23 8.69 
25,9 23 1 10,47 
25.8 I 3 7.71 
Zusammen: bestimmt 85,67 
berechnet 86,56 

17. III. 1933 
25,3 qh yh 25,80 
25,7 11 13 11,07 
26,2 13 15 11,07 
26,9 16 —17 12,49 
27,1 li —19 11,48 
27,1 19 —21 11,06 
26.8 21 23 1}. 2) 
26,7 Zo I 10,71 
Zusammen: bestimmt 104,89 
herechnet 106,48 

25. XI. 1932 
27,4 74 30’—- 11530’ 28,10 
26,6 11 30 —13 30 12,37 
26,2 13 30 —15 30 11,56 
27,3 15 30 —17 30 14,01 
27,1 17 30 —19 30 13,23 
27,0 19 30 —21 30 13.40 
27,2 21 30 —23 30 12,92 
She 23 30 1 30 13, 71 
26.9 1 30 3 30 13,02 
Zusammen: bestimmt || 132,32 
berechnet 132.00 

21. III. 1983 
23.6 qh yyh 21,10 
24,1 11 13 9,83 
24,7 13 —15 10,70 
25,2 15 17 11,99 
25,3 17 —19 11,40 
25.3 Lo: — 21 11.99 
25,4 21 —23 11,44 
25,3 23 1 9,90 
Zusammen: bestimmt 98,35 
berechnet 95,99 





Vereinzelte Bewegungen. 


3 





Sauerstoff- 
verbrauch 


co 


25,37 
10,94 
10,71 
11,78 
Live 
10,99 
10,48 
11,17 


28,02 
12,85 
11,43 
13,64 
12,81 
13,95 
12,91 
12,99 
12,70 


21,65 

9,98 
10,53 
OR 
11,34 
11,46 
11,57 
10,06 


Wenige 














aj aj aj ay OO 
' 





8.34 


— 


ZU i) 


941 085 | 
991 0S 





bo bo DO b&b bo 
t 


ee 


22.55 0 
9,90) 0] 
10,43 0) 
11,54 0. 
11,48 0,3 
14,98 0, 


16.66 0 
15,39 0.1 





Bewegung 





ot Z ing). 





Tierische 


Kalorimetrie. X. 425 





eee ec 








} 
gabe pro 24" 


dampfung 


oe 


ct 


See ee > 


HT) 


58 
84, 
62 
oo, 


74 


VIN OWN Se 


Ventil 


Cal 


31,5 
36,5 
43,2 
43,9 
42,4 
47,9 
47.8 
52,0 
50.4 


49,4 
5d,D 
52,7 
63.4 
59,7 
66,0 
56,6 
65.5 


69,4 
80.6 
79,4 
75,1 
80.6 
85,9 
83,2 
87.5 
83.5 


37,3 
49,3 
51,0 
53,3 
49,9 
61,9 
57.0 


61.1 


Ziemlich ruhig. 





=" 


i, 
-l, 
1, 
L 
i, 
1, 
5 
~I, 


* + 4 + 
3 OD at pet pt 


Wiarme- 


produktion pro 
qm Korperober- 
fiche und 24» 


be- 


be- 

stimmt rechnet 
Cal Cal 
713 724 
660 629 
664 707 
696 716 
709 762 
739 839 
738 750 
862 906 
732 669 
875 934 
781 828 
765 775 
839) 904 
796 838 
813 800 
824 816 
797 782 
935 1038 
867 921 
861 853 
897 1034 
929 977 
939 988 
953 955 
952 | 1012 
938 961 
824 839 
809 778 
842 846 
860 948 
867 901 
908 948 
934 907 
905 786 


Unruhig. 


wee oe ee oe oe ee 


o 


4,61 
$91 


4,39 
4,55 


$39 


4,20 
4,60 


1.46 


5,14 


>> Oo 


1 1 Wm OO 
2¢ 


Clo 


> -1 & Oo 
a1 OD ee 


O' im S> be 


~l 


Bemerkung 


Vorperiode nach 48% Fasten 
I. Normalperiode 
II. = 
I. Fiitterungsperiode, 31,3 ¢ Speck 
LI. 
ILI. 
LV. - 
V. 9 (31,9 @ Harn) 
VE. 


Vorperiode nach 48" Fasten 
[. Normal periode 
EE. pS 
I. Fiitterungsperiode, 30,6 g Speck 
i. 
IIT. 
LV. 
¥. 


Vorperiode nach 72" Fasten 


Ve Normal periode 
II 


[. Fiitterungsperiode, 30,7 g Speck 
II. 
III. 
IV. 
¥. 
VI. 


Vorperiode nach 24" Fasten 
[. Normalperiode 
11% és 
I. Fiitterungsperiode. 30,2 g Speck 
IL. si 
EET. ay: (69.3 @ Harn) 
IV. 
¥: 


Verhalten 
des Tieres* 


w 


to 


te bo 


tO bo be 





fo Go le Go bo Go Ge Po be 


be CO Oe DS GIN = DO 





Z. Aszédi u. 


J. Pélyi: 








Versuch 
Tier 


Gewicht 
des Tieres 
und am 
Ende des 
Versuchs 


g 


8234,8 


S1L60,0 


8319,7 


8203,3 


11154.4 
11083,0 


Temperatur 


des Tieres Mittlere 


am Beginn am Beginn Temperatur 


des Tier- 
behalters 


und am 
Ende des 
Versuchs 


oC 


OSs Ct Ot dee de 
De sI OK A100 


2. 
2. 
QE 
2 
25 
2 
2i 
2i 


or 


“16K a=) ee CO 


Absolute Ruhe. 


Datum 


24. IIT. 1933 
7h yh 
11 13 
13 15 
15 17 
17 19 
19 —21 
21 —23 
23 1 
Zusammen: bestimmt 
berechnet 
1933 
10230’ 
12 30 
14 30 
16 30 
18 30 
~20 30 
22 30 
24 30 
bestimmt 
berechnet 


1933 
115 
13 
15 
17 
19 


91. EV: 
6530’ 
10 30 
12 30 
14 30 
16 30 
18 30 
20 30 
22 30 


Zusammen: 


ory 18 
7h 
11 
13 
15 
17 
19 —21 
21 —23 
23 ] 
1] 3 
Zusammen: bestimmt 
berechnet 


14. II. 1933 
75 30’ — 115307 
1 30 —13 30 
3 36 —-15 30 
30 —17 30 
30 —19 30 
30 —21 30 
21 30 —23 30 
23 30 — 1 30 
Zusammen: bestimmt 
berechnet 


1 

Li 
15 
17 
19 


Vereinzelte Bewegungen. 


Sauerstoff- 
verbrauch 


15,93 
7.96 
7.81 
8.07 
8,71 
9,58 
9.89 
8,74 

76,69 

76,51 


17,23 
8,22 
8,32 
8,87 
8,26 
9,95 

10,30 
8.80 

79,95 


77,44 


18,25 
8,56 
8,56 

10,28 
8,11 
9,17 
9,52 
9.63 

10,12 

92,21 


90,43 


25,87 
10,81 
10,34 
11,89 
11,30 
10,59 
10,56 
10,56 
101,92 
100.87 


3. = 


18,13 
7,89 
9,05 

10,23 
7,90 
9,38 
9,29 
9,43 

10,07 


Wenige 








Tierische Kalorimetrie. X. 


tsetzung). 





eabgabe pro a4h Wiirme- 
jureh a produktion pro 
qm Kérperober- 
iche 9 h 
fliche und 24 on ewe 
Ventil 


Verhalten 
des Tieres* 


ver- 
dampfung 


be- be- 
stimmt rechnet 


Cal Cal 


Wasse1 


684 692 Vorperiode nach 48" Fasten 

682 686 5. Normal periode 

676 680 [3d i 

690 703 I. Fiitterungsperiode, 24,9 g Speck 
704 751 Il. 

725 825 IL. 

806 852 bi IV. 

739 757 6 ¥. 


oo 


. be ty 


Vorperiode nach 725 Fasten 

[. Normalperiode 

i. 7 
I. Fiitterungsperiode, 23,0 g Speck 
LI. 

III. 

IV. * (38,5 @ Harn) 
V. 


2a be 


COIN 10 © 


foto = OC 


}, 
4, 
4, 
4, 
4, 
4, 
4, 
5, 


— alalel 


Vorperiode nach 48" Fasten 
I. Normalperiode 
re ie 
I. Fiitterungsperiode, 20,6 g Speck 
LI. 
Eis. 
LV. se 
¥: a (50,8 ¢ Harn) 
VI. 


ItCietticin 


Sunita 


910 Vorperiode nach 48" Fasten 

764 I. Normalperiode 

735 II. be 

836 I. Fiitterungsperiode, 20.3 g Speck 
801 I. 

754 III. 

742 IV. Ps (1,3 ¢ Harn) 
742 ; V. 


Ziemlich ruhig. 5 = Unruhig. 


Biochemische Zeitschrift Band 270. 











428 Z. Aszédi u. J. Pélyi: 
Gem 
Gewicht Temperatur 
s des Tieres des Tieres Mittlere 
= © am Beginn | am Beginn Temperatur Sauerstoff- CO. 
- und am und am des Tier- Datum verbrauch 
> Ende des Ende des behdlters 
Versuchs Versuchs 
Nr Nr g oC o% 4 £ 
27. I. 1933 
85 ~ «©11764,7 38,4 25.6 7h yh 25.66 2,86 | 27.82 
11659,5 38,4 26.1 11 13 11.63 12,00) 10.48 
26,2 13 15 12,18 11,94 10.21 
26.6 15 17 12,91 13,34 12.20 
26,9 17 —19 13,01 13,35 13,87 
27,1 19 21 12,16 12,29 | 11,6 
26.7 21 23 11,09 11,70 12,92 
26.3 23 1 11.36 11,48 10.67 
26,3 l 3 11,93 12,28 12,95 
Zusammen: bestimmt 124,93 
berechnet 124.88 
3. IT. 1933 
S/ rs 8314.5 38,1 24,5 7h 7 yh 16,92 16,76 16.80 
8210.5 38,1 24,9 ll —13 8.66 8,08 6.82 
25,1 13 —15 7.74 7,89 6,89 
25,3 15 17 913 9,17 (06 
25,5 17 —19 9,11 9,04 9,11 
25.8 19 —21] 10.79 9,46 7,58 
25,7 21 23 9,13 9,57 10.18 
25,8 23 1 9,28 9,40 9,82 
26,1 I 3 9,40 8,86 11,57 
Zusammen: bestimmt 90,16 
berechnet 89.18 
17. 1. 1933 
82 2) 8597,4 38,2 24,6 7h_- 11h 16,17 | 17,86 | 17.42 
8476,2 38,2 25,1 Ll] 13 8.73 8,29 7,0: 
25.3 13 15 9,24 8,89) 8,0 
25.6 15 —17 9,40 9,55 | 8,64 
25,9 17 19 9,46 10.39 | 10.62 
26,2 19 21 9,85 9,37 8, 
26,5 21 23 10,55 10.63 A 
26,9 23 l 11.55 12,89 17,9 
26,2 ] 3 8.49 9,13 | 13,38 
Zusammen: bestimmt 93,44 
berechnet 96,50 
* Absolute Ruhe. 2 Vereinzelte Bewegungen. 3 Wenige Bewe: 
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Crem Ita setzung). 
ibe pro 24h my Wirme- 
jureh =  produktion pro 
. = | qmKorperober- 
H - g 25 fliiche und 24! Cal ne 
Zoom Ventil: So 2 0 
Ss ra be- be- 
a stimmt rechnet 
al Cal Cal Cal Cal 
27.82 97.1 62,7 —1,6 866 976 4,15 Vorperiode nach 24° Fasten 2 
10.48 73,1 | 61,8 16 | 812 796 4,80 I. Normalperiode l 
10.2] 72,2} 68,6 1,6 | 787 827 4,44 EF. a 2 
12,20 85.1 49,4 15 814 884 4,34 I. Fiitterungsperiode, 19,9 g@ Speck | 2 
13.87 95.7 66,9 1,5 852 884 4,51 LI. 2 
11.4 81.0 46,2 1,6 784 826 4,48 LI. 2 
12.9 40,2 69,9 1,5 || 798 762 4,93 IV. 2 
L067 74.4 48,4 1,5 745 774 4,51 V 2 
12.47 10.4 58.7 1.5 787 &16 4,54 VI. 2 
16,50 58,6 41.9 -1,7 750 725 4,83. Vorperiode nach 48" Fasten 1 
6.82 47.61 37,2 1,7 686 743 4,32 I. Normalperiode | 
6,89 8.1 46,1 1,7 695 667 4,89 Il. - 1 
7.76 ;| 64,1; 36,2 1,5 || 718 785 4.28 [. Fiitterungsperiode, 19,8 g Speck 1 
9,11 r| 63.6; 46.8 | ~1,5 755 782 4,52 Il. 1 
7,58 7; 62.9' 86.2 -1.5 732 911 4,74 ITI. ] 
10,18 )} 71,0; 47,2 1,5 792 792 4,73 IY. 1 
9,82 ) 68,5 47,5 1,5 | 803 799 4,72 ¥. ” l 
11,57 80.7 | 53,2 1.5 825 807 4,78 VI. at (38,2 ¢ Harn) 2 
17,42 60,8 42,4 1,8 736 693 5,07 Vorperiode nach 24" Fasten | 
4,6 52.5 52,3 18 700 732 4.54 I. Normalperiode 1 
8,0! 55,8 | 51,1 i,8 127 775 4,38 II. mS 1 
8.64 60.3 49,5 1,6 ' 743 792 4,46 [. Fiitterungsperiode, 16,.9¢ Speck 1 
10.62 74,1 52,4 16 796 798 | 4,69 II. l 
woe 58.5 56.4 1.6 795 826 4.50 III. 2 
9.90 t 69,5 65,3 16 856 887 4,52 FY. i 2 
17.08 125.5 64.6 1.6 988 gg? 1.77 V. a (35,6 ¢ Harn 2 
13.38 93,4 58,1 16 || 792 723 | 5,32 VI. 1 
Bew temlich ruhig. 5 = Unruhig. 























430 Z. Aszodi u. J. Pélyi: 





Grunde schon Benedict geiubert, daB das Studium der Wirkung reine) 





Fette auf den Stoffwechsel sehr erwiinscht sei. 

In unseren Versuchen haben wir die Wirkung verschiedener Menger, 
von Speckfett auf Warmeproduktion, Sauerstoffverbrauch, Kohlen 
siureproduktion mit der Absicht untersucht, festzustellen, welche: 
Zusammenhang zwischen der eingefiihrten Fettmenge und der Stoff 
wechselsteigerung besteht. Hierbei lenkten wir unser Augenmerk 
vornehmlich auf die bei unseren EiweiBversuchen beobachtete E1 
scheinung, daB der Sauerstoffverbrauch und die Warmeabgabe nicht 
synchron vor sich gehen miissen. 


Experimenteller Teil. 
a) Apparatur und Anordnung der Versuche. 
PI q 


Die Versuche wurden in dem von Hari (10) angegebenen Respirations 
kalorimeter ausgefiihrt und so, wie in der vorhergehenden Mitteilung an 
gegeben wurde, neben der direkten Bestimmung der Warmeproduktion 
(direkte Kalorimetrie) letztere auch aus dem direkt bestimmten Sauerstott 
verbrauch mit Hilfe des Respirationsquotienten (RQ.) berechnet (indirekte 
Kalorimetrie). Der direkt bestimmte, verbrauchte Sauerstoff wurde weiterhin 
durch Berechnung aus dem Tiergewicht am Beginn und Ende des Versuchs, 
der Nahrungszufuhr und Kohlensiure-, Wasserdampf-, Harn- und Kot 
abgabe wahrend des Versuchs ermittelt (indirekter Sauerstoffverbrauch) 

Zu den Versuchen dienten drei Hiindinnen, von welchen Tier Nr. 2 
und 7 bereits in den Versuchen iiber die spez.-dyn. Wirkung von Eiweil 
benutzt worden waren. Das dritte Tier, Hiindin Nr. 13, war etwa von 
derselben GréBe wie die beiden anderen, und verhielt sich bei den Versuchen 
ebenfalls ruhig. Die Versuchstiere hungerten vor dem Versuch 24 bis 
72 Stunden, nur im Versuch 107 betrug die Hungerzeit vor dem Versuch 
120 Stunden. 

Beziiglich der Anordnung und Durchfiihrung der Versuche gilt das in 
der vorherigen Mitteilung Gesagte. Wie dort wurde nach einer Vorperiode 
in zwei folgenden Perioden der Grundumsatz und nach erfolgter Verah 
reichung der in der Fiitterungsvorrichtung vorbereiteten Fettmenge hieraut 
in fiinf bis acht zweistiindigen Perioden die Warmeproduktion bestimmt. 
Die Versuchstiere verzehrten, wie in der Generaltabelle detailliert an 
gegeben ist, von der bereitgestellten Menge Speckfett J7 bis 63 g. 

Die Warmesteigerung wurde in diesen Versuchen ebenfalls in bezug 
auf den Grundumsatz berechnet und in Prozenten angegeben. 

Die Versuchsergebnisse sind in der Generaltabelle zusammengestellt, 
und zwar nach der Reihenfolge der durchgefiihrten Perioden (Vor 
periode, zwei Normalperioden und eine bis acht Fiitterungsperioden). 


b) Ubereinstimmung von direkt bestimmtem und berechnetem Sauerstof/ 
verbrauch. 


Wenn man in den Generaltabellen die Summe des in den einzelnen 
Perioden bestimmten Sauerstoffverbrauchs mit dem berechneten vergleicht, 
so ergeben sich nur kleine Differenzen, die in der Tabelle I zusammen- 
gestellt sind. 
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Tabelle I. 





Versuch | itemtomvefareecke vou dem | Verseck | aAvesstomerirsnche von dem 
Nr. direkt bestimmten um Nr. direkt bestimmten um 
66 Et oe 76 0,2 %, 
63 +08 98 24 
65 t+ OS 99 — 0,2 
64 +13 105 3,1 
107 + 3,2 89 —1,9 
61 0 88 + 1,0 
74 — 1,1 85 — 0,1 
103s +- 2,5 87 — 1] 
95 + 1,0 82 + 3.2 
97 + 1,5 





Mittelwert: + 0,3 °,. 


Wie aus dieser Zusammenstellung zu ersehen ist, schwanken die Ab- 
weichungen von — 3,1 bis + 3,4°, und betragen im Mittel + 0,3°,. 


c) Ubereinstimmung von direkter und indirekter Kalorimetrie. 

Die aus dem Vorhergehenden sich ergebende vorziigliche Uberein- 
stimmung von direkt bestimmtem und berechnetem Sauerstoffverbrauch, 
laBt eine sichere Bewertung der in der direkten Kalorimetrie erhaltenen 
Werte zu. In der Tabelle II sind die Mittelwerte saimtlicher Perioden eines 
Versuchs (siehe CGeneraltabelle) getrennt in direkte und indirekte Kalori- 
metrie auf 24 Stunden und Quadratmeter K6érperoberfliche berechnet zu 
Vergleichszwecken angegeben. 


Tabelle II. 











Mittlere Wairmeprodaktion 





ee ee deohamsallinn oe ae ke 
bestimmt berechnet stimmten um 
Nr. Cal Cal 
66 847 844 — 0,3 % 
63 814 851 +45 
65 912 S80 — 35 
64 841 $21 — 2,4 
107 919 958 + 4,2 
61 881 917 +41 
74 741 756 + 2.0 
103 825 855 + 32 
95 724 745 + 1.8 
97 836 834 — 0,1 
76 918 972 + 59 
98 868 869 +01 
99 713 743 4,2 
105 763 751 1,6 
89 792 765 - 3.4 
88 775 785 +13 
85 804 838 + 4,2 
87 751 779 + 3,7 
82 802 793 — 1,1 


rs 


Mittelwert : ob. 
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Zwischen den beiden Methoden der Ermittlung der Warmeproduktio 
ergibt sich demnach ein maximaler Unterschied von + 5,9 bis — 3.4 
im Mittel + 1.4%). 

d) Grundumsatz. 

In der Tabelle LI wurden die zur Besprechung der Versuchsergebniss: 
notwendigen Daten getrennt in direkte und indirekte Kalorimetrie zu 
sammengestellt. Aus der Tabelle geht nun in bezug auf den Grundumsat, 
hervor, daB dieser nicht nur bei den verschiedenen Tieren, sondern auc} 
bei ein und demselben Individuum gewissen Schwankungen ausgesetzt ist 
welch letztere im Maximum 10 bis 12°, betragen (siehe vorangehende Al) 
handlung). Im Mittel zeigt der Grundumsatz bei 


, bei direkter Kalorimetrie 714, bei indirekter 712 Cal, 
os 99 834, ., ms S37 ss 


9 - TOZ, 5s ea 815 ,, 


Versuchstier 


1 bo 


me as 


l 


Bei einem Vergleich mit den ebenfalls an den Tieren Nr. 2 und 7 er- 
folgten Grundumsatzbestimmungen bei den EiweiBversuchen zeigt sic! 
also in den Mittelwerten des Grundumsatzes, wie zu erwarten war, kein 
Unterschied. 

e) Zusammensetzung des verabreichten Fettes. 


Von der Zusammensetzung des verabreichten Fettes interessierte un- 
vornehmlich der atherlésliche Extrakt, der nach Soxhlet bestimmt wurde. 
und der N- und Aschengehalt, welch letzterer allerdings nicht in saémtlichen 
Versuchen festgestellt worden war. In jedem Versuch aber wurde dik 
Verbrennungswiarme des verabreichten Fettes in der Berthelotschen Bom) 
ermittelt. Der Stuhl des Tieres wurde jeweils nach Beendigung des Versuchs 


Tabelle III. 





y 2S Vere 1c » ische " 
100 g des verabreichten frischen ton Rate 


3 Ver- - ‘ 
. Specks enthalten : i rier 
Fettmenge Chem erhaltene —_Fett- dauten 
Wasser | Asche! N Fette Energie Fettmenge menge aera cn 
Nr. g g g g g Cal g g 









66 62.9 2.82 0,16 0,09} 96,19 923.5 0.386 62,5 577.3 
63 59,6 1,12 0,20 0,06 98,48 | 945.4 0,375 | 59.2 599.9 
65* 48,3 5.10 0,10 0,62 90,91 8223 0,314 48.0 394.6 
64 47,4 0,32 0,07 0,04 99,60 932.4 0,084 47,3 441,2 
107 42.7 — 95,96 | 912.2 0,212 | 42,5 | 387,6 
61 41,9 2,68 0,12 0,04 97,04 935.3 0,395 40,6  379,8 
74 40,4 1,18 0,80 0.05 96,76 922.0 0,662 39,7 366.4 
103 31,5 ~ — 94,29) 893,2 0,754 30,7 274.4 
95 31,3 ne 98,62 935,3 0.976 3038 283.6 
97 30,6 — - — | 99,50; 934,3 1,212 29,4 274.6 
76 30.7 0.07 0,04: 96.45 924.2 0,091 30,6 282.9 
98 30.2 — — | — | 97,83} 927.6 0,537 | 29,7 | 2753 
99 24,9 “ — | — | 95,98| 905.9 0,300 246 222.9 
105 23,0 - — — | 95,82; 912,0 0,433 22.6 205.9 
89 20,6 — 0,10 | — | 96,72; 912.0 0,405 20,2 184.1 
SS 20,3 0,85 0,04 0,04 99,12) 938.9 0,360 19,9 187,2 
85 19,9 148 0,07 0,08 98.88 | 9386.6 0,575 19,3 181,0 
87 19,8 0,72 0,05 0,04 99,15 940,2 0,312 19,5 183,3 
82 16,9 0,10 0,21 93,07 883.1 0,782 16,1 143,1 


* In diesem Versuche wurde Butter anstatt Speck gegeben. 
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nit Talk abgegrenzt zur Feststellung der unverdaut gebliebenen Fett- 
mengen, der Atherextrakt nach Soxhlet bestimmt und dann von der ver- 
zehrten Fettmenge abgezogen. Mit Hilfe der so erhaltenen verdauten 
Fettmenge und ihrem Energiegehalt wurde die nutzbare Energie der 
resorbierten Fettmenge berechnet. 


f) Der EinjlugB der Fette auf die Wdarmeproduktion, 

Fiir die Tabelle IV gelten die in der vorangehenden Abhandlung 
Ss. 406) wiedergegebenen Ausfiihrungen. 

Aus dem Galvanometerausschlag nach rechts, der sofort nach der 
Fiitterung einsetzte, konnten wir entnehmen, das die durch Strahlung 
abgegebene Warme sich erhéhte. Einen Ausschlag nach links, der eine 
Verminderung der durch Strahlung abgegebenen Warme  bedeutet 
hatte, konnten wir nie beobachten. Die Ausschlage nach rechts waren 
dabei immer gréB8er als jene zur selben Zeit nach Fleischfiitterung, 
trotzdem gewichtsmaBig die verzehrte Fettmenge bedeutend kleiner 
war, als die von Eiwei8. Desgleichen war auch, wie wir aus dem Ver- 
halten des Hygrometers beurteilen konnten, die Warmeabgabe durch 
Wasserverdampfung nach Fettfiitterung gréBer als vorher. 

Die Zuverlassigkeit dieser Beobachtungen konnte weiterhin auch 
durch den Ausgang von Scheinfiitterungsversuchen erhartet werden. 
Die Scheinfiitterungsversuche waren in ebenfalls zweistiindlichen 
Perioden zu dem Zwecke ausgefiihrt worden, um sicherzustellen, ob die 
beschriebene Erhéhung der Warmeabgabe nicht durch den psychischen 
Zustand (Ungeduld, Warten auf das Aufklappen der Fiitterungs- 
vorrichtung, Aufstehen des Tieres) hervorgerufen wiirde. Wie aber die 
folgende Zusammenstellung zeigt, kénnen diese Momente mit der 
obigen Erhéhung der Warmeabgabe nicht in Zusammenhang gebracht 
werden, da sich aus den folgenden Ziffern kein EinfluB von Schein- 
fiitterung auf die Warmeabgabe erkennen abt. 

Die Warmeproduktion pro 24 Stunden bei Scheinfiitterungsversuchen 
in Cal betragt bei: 


Tier Nr. 2, Versuch 102 in der: 


Normalperiode I. . . . . 299,7 Scheinfiitterungsperiode ! . 308.2 
ge oe Ome a Il . 300.6 
bo retel. wc tc te s SOR bet, Da wa kt we OO 


Tier Nr. 7, Versuch 100 in der: 
Normalperiode I... . . 449.2 Scheinfiitterungsperiode [| . 441.1 
ee ns. ee ws eee 2 Ik. 461,89 
PO DOEOGE: ook doce e ew wo » AES Oe i ene 
Tier Nr. 13. Versuch 92 in der: 
Normalperiode I. . . . . 392.2  Scheinfiitterungsperiode [| . 420.4 
a Mss « @ OO ‘s II . 426.8 
io Withtel.« . «.. « « « « BBR Tm Diet 2 kk ce st ee 
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In bezug auf Dauer und Maximum der Wirkung von Fett kénnen 
wir aus Tabelle [V zwischen den einzelnen Versuchen keinen geordneten 
Zusammenhang erblicken. Bei manchen Versuchen (z. B. 107 und 65) 
zeigt sich das Maximum der Wirkung schon in den ersten beiden Perioden, 
in anderen Versuchen hingegen (wie 98 und 89) erst in der TV. bzw 
V. Periode. Die Dauer der Erhéhung der Warmeproduktion halt bei 
einigen Versuchen (z. B. 103 und 76) noch nach 12 Stunden an, waihrend 
sie bei anderen Versuchen wiederum schon in der III. Periode ab- 
geklungen ist. Des weiteren geht auch aus der Tabelle LV eindeutig 
hervor, daB zwischen verzehrter Fettmenge und spez.-dyn. Wirkung 
quantitativ kein Zusammenhang besteht. Diese Verhaltnisse werden 
noch schéner durch die Tabelle V demonstriert, in welcher die ver- 
dauten Fettmengen und deren chemische Energie nach abfallenden 
Werten geordnet und die Mittelwerte aus der Summe der direkten und 
indirekten Kalorimetrie in Prozenten angefiihrt sind. 


Tabelle V. 





Nr. Gefiitterte Deren chemischer Mittlere ; 
des Fettmenge Energiegehalt spez.-dyn. Wirkung bei 
Versuchs g Cal Hund Nr. 2! Hand Nr.7 | Hund Nr. 13 
66 | 62,5 57,3 16,9 
63} 59,2 559.9 5,8 
64 i 47.3 441,2 6,3 
65 | 48,0 394.6 87 
107 l 42.5 387,6 7,3 
61 } 40.6 379,8 3,3 
74 i 39,7 366.4 8,3 
95 30,3 283.6 10.6 
76 30,6 282.9 9.9 
98 29,7 275.3 95 
97 29,4 274.6 43 
103 30,7 274,4 11,2 
99 24.6 222.9 10,8 
105 22.6 205,9 (2 
88 19.9 187,2 2,9 
89 20,2 184,1 8,2 
87 19,5 183,3 11,8 
85 19,3 181,0 0,3 
82 16,1 143.1 9,2 


Es besteht also zwischen verdauter Fettmenge bzw. deren chemischen 
Energiegehalt und spez.-dyn. Wirkung kein quantitativer Zusammenhang. 


q) Vergleich zwischen Warmeproduktion und Sauerstoffverbrauch. 

Bei einem Vergleich der einzelnen Perioden der direkten und in- 
direkten Kalorimetrie kann bei diesen Versuchen ebenso wie bei den 
friiheren EiweiBversuchen festgestellt werden, daB die indirekte Kalori- 
metrie in 16 von 19 Versuchen in der ersten Periode héhere Werte wie 
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die direkte Kalorimetrie zeigt. Diese Differenz ist etwas kleiner als jene 
bei den EiweiBversuchen und betragt bis 12°. Dieser Unterschied 
zeigt sich auch in dem kalorischen Wert (Cal/Q,), der im Versuch 74 
den Wert 4,29, im Versuch 103 ebenfalls 4,29, im Versuch 98 4,24 und 
im Versuch 76 4,06 betraigt, wobei diese Werte die tiefsten dar- 
stellen, die gefunden worden waren. (So tiefe Werte wie bei den 
KiweiBversuchen konnten hier nicht beobachtet werden.) Umge- 
kehrt sieht man in den spateren Perioden (IV., V. und VI. Periode) 
die Werte der indirekten Kalorimetrie kleiner als die der direkten. 
In diesen Perioden sind daher auch die kalorischen Werte gréBer 
als dem RQ. entsprechen wiirde. So betragt der kalorische Wert 
im Versuch 66 5,07 (RQ. 0.763), im Versuch 103 5.14 (RQ. 

0,760), im Versuch 95 5,14 (RQ. — 0,743) und im Versuch 98 5,40 
(RQ. 0,739). 


Die Differenzen zwischen direkter und indirekter Kalorimetrie 
waren hier bei den ersten bzw. letzten Perioden nicht so bedeutend als 
bei den EiweiBversuchen, was sich bei den Fettversuchen mit det 
geringeren spez.-dyn. Wirkung vom Fett gegentiber EiweiB erklart. 
Diese Diskrepanz zwischen direkter und indirekter Kalorimetrie, dic 
nun nicht nur bei den Eiweif-, sondern jetzt auch bei den Fett- 
versuchen festgestellt werden konnte, darf wohl in derselben Weise 
wie dort erklirt werden. Es ist nach dieser Erklirung daher auch 
nicht zu erwarten, daB der Sauerstoffverbrauch mit der Warme- 
abgabe synchron verlaufen sollte. 


h) Beteiligung der Wasserverdampfung an der Wdrmeabgabe. 


Wie aus der Tabelle VI hervorgeht, ist der Anteil der Warme- 
abgabe durch Wasserverdampfung bei den Normalversuchen ziemlich 
konstant und betragt im Mittel 15 bis 20°,. In den ersten Perioden 
nach der Fettfiitterung tritt in manchen Versuchen eine gerings 
Steigerung der Wasserabgabe (Versuch 61, 97, 98, 85 und 87), bei 
anderen Versuchen wieder in der Il. und IIL. Periode nach der Fett- 
verabreichung eine kleine Verminderung ein (Versuch 64, 74, 99 usw.). 
Es scheint daher nach Fettverabreichung die Steigerung der Warme- 
abgabe gleichmaBig auf Strahlung und Wasserverdampfung verteilt 
zu sein, im Gegensatz zur EiweiBfiitterung, nach der die Wasserver- 
dampfung einen bedeutend gréBeren Anteil an der Warmeabgabe hat 
als die Strahlung. Diese Erscheinung bei den EiweiBversuchen hatten 
wir auf den gréBeren Wassergehalt der verabreichten Nahrung zuriick- 
gefiihrt und diese Erklarung wird durch die Versuche mit Fett erhartet, 
da laut Tabelle II] der verabreichte Speck nur einen sehr geringen 
Wassergehalt ergab. 














438 


Z. Aszédi u. J. Pélyi: 


Tabelle VI. 





Nr. 
des 
Versuchs 
und 
Tier 


66 


~Ior 


64 


2 


107 


61 


N. P. = Normalperiode. 


Versuchs- 
periode 


Il. 
IT. 


Ill. 


IV. 
Vi 


- 


Von der auf 24 Stunden berechneten Warmeabgabe 
bei den Fettversuchen entfallen auf 


Strahlung 
und Leitung 


Cal 


980.3 
285.0 
299.6 
306.4 
336.6 
340.4 
346.7 
347.8 
371,7 
356.8 
340.6 
334.3 
352.2 
346.1 
356.4 
350.8 
370.6 
362,3 
375,6 
393,9 
376,4 
363,8 
373.6 
376.0 
295.9 
3018 
806.3 
817,7 
327,4 
347,0 
363.5 
365,6 
394,7 
455.2 
396.5 
389.0 
384,1 
380.6 
391,3 


332,0 
352.1 
349.3 
349.4 
347,4 
347,9 
340,5 


Wasser- 
verdampfung 
Cal 


52,3 
60,4 
79,6 
65,5 
79.6 
79,4 
82,2 


OnaIsI1 ~1 cS 
re SI 
“1Do OS OF 


lo ole a) 
_— 
a) 


73,8 
66,8 
86,4 
134.6 
111,5 
eye. 
93,3 
63,1 
64,8 
64,2 
59,0 
717 
69,0 
91,8 
107.0 


92,5 
98.1 
81,0 


116.8 
123.6 
159,3 
128,0 
146.8 
135,7 
108,7 


F. P. = Fiitterungsperiode. 
* In dieser Periode urinierte das Versuchstier. 


Strahlung 
und Leitung 


Wasser- 
verdampfung 


19 


20 


19 
18 
17 
20 


19 
17 
15 
18 
26* 
23 
23 
20 


18 
18 
17 
16 
18 
17 
20* 
23 
15 
15 
18 
26* 
19 
20 


26 








sser- 
npfung 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 
Nr. Von der auf 24 Stunden berechneten Wiairmeabgabe 
des : bei den Fettversuchen entfallen auf 
— "ae Strahlung _ Wasser- Strahlung Wasser- 
Tier und Leitung verdampfung und Leitung verdampfung 
Cal Cal 0 5 
74 Lae 276,8 48,6 85 15 
2 | ae 282,2 56,6 83 17 
L EP 299,3 70,7 81 19 
Il. 296.2 63,2 $2 18 
i ae 307,7 54,4 88 12 
BN: %% 297,1 45,6 87 13 
\ F 309.5 67,1 82 18 
vl. , 300,1 53,0 85 15 
103 k. ek 305,2 69,9 $2 18 
13 BR. 391.2 60,6 83 17 
LF? 340,5 79,2 81 19 
I og 344,0 76,6 82 18 
ITI. 340.6 78,8 S1 19 
IV. 348.0 78,2 82 18 
V. 320.3 96,6 77 23* 
95 LN.?P 261,5 44.3 85 15 
2 || a 266,0 41,7 86 14 
TE Ye 270,4 50,6 84 16 
II. 275.4 51,2 84 16 
Ill. 285.9 54,1 84 1b 
y . 284.0 55,7 83 17 
vs 320,5 75,4 Sl 19* 
VI. 269.2 67,8 80 20 
97 L wee 3663 58.8 86 14 
7 i %3 357,8 58,2 86 14 
TS Pe 372,0 $84.3 81 19 
3 370.3 62,8 85 15 
III. 372.8 69,2 84 16 
IV. 373,5 74,7 83 17 
V. 3622 71,5 84 16 
76 I. N.P 387,6 72,1 84 16 
7 Baa re 386.1 70,5 85 15 
Me Fe 394.1 82.7 83 17 
ay 408,1 85,6 83 17 
Bh. 5 412.7 86,2 83 17 
EVs “se 417.8 88.5 82 18 
LF 415.3 99.5 $2 18 
VI. 412.6 86,9 83 17 
98 B.. ee 2. 335,2 69,1 83 37 
13 Eh: 348,2 72,8 83 17 
a Boe, 349,2 80,5 81 19 
hi oe 353,1 80,1 81 19 
HE. -; 349,1 104.5 77 23* 
I: » 349,8 116,2 75 25 
| 344.5 107.4 76 24 


N. P. == Normalperiode. 


F. P. = Fiitterungsperiode. 
* In dieser Periode urinierte das Versuchstier. 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 
We. Von der auf 24 Stunden berechneten Wiarmeabgabe 
pa bei den Fettversuchen entfallen auf 
Versuchs yoo ng Strahlung Wasser- Strahlung Wasser- 
= und Leitung verdampfung und Leitung verdampfung 
Cal Cal V9 9/6 
99 |. ae 263,1 49.1 84 16 
2 ae 265,3 43,8 86 14 
1. F.P. 267,9 47,9 85 15 
II. 274.8 47,1 85 15 
i. x 281,7 49.6 85 15 
IV. 311,6 66.2 82 18 
V. 278.5 59.6 82 18 
105 SRY 276,0 45,8 86 14 
2 ie 277,9 49.4 85 15 
LE Pe. 289,7 58,3 83 17 
Il. 292.7 45.5 86 14 
ih. 297,6 64,8 82 18 
Ey. 298.4 108.5 73 27* 
. 292.5 86,7 77 yt 
89 I. N.P 274,3 47,2 85 15 
2 Lk. 282,8 56,9 83 17 
WE ee 289.8 56,5 83 17 
fa & 291,3 53,5 84 16 
i. , 293,8 60,3 43 17 
IV. 305,4 66,6 82 18 
¥. 313,4 63,8 83 17* 
| aoe 317,4 72,8 81 19 
88 Tae Ay 358,4 63,9 85 15 
7 iH. 361,7 61,3 85 15 
Lee: 379,4 66,0 85 15 
aT. 371,6 72,2 84 16 
IIT. 372,é 62,9 85 15 
IV. 3869,7 68,4 83 17 
7. 356.1 62,9 85 15 
85 I N.P 397.5 73,1 84 16 
7 iy 385,0 71,2 $4 16 
ae A 386.4 85,1 82 18 
II. 397,2 96,7 80 20 
PE 3764 81,0 82 18 
IV. 370,1 90,2 80 20 
V. 357.5 74,4 83 17 
VI. 365.9 90,4 80 20 
Si I. N.P 268,3 47.6 85 15 
2 ise 271,6 48,1 85 15 
CL 2.?. 275,9 54,1 838 17 
il. 283,5 63,6 82 18 
ITI. 283,9 52,9 84 16 
IV. 293,1 71,0 80 20 
Vv. 300,4 68,5 81 19 
ae 298.3 80,7 79 21* 
N. P. = Normalperiode. F. P. = Fiitterungsperiode. 


* In dieser Periode urinierte das Versuchstier 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





Von der auf 24 Stunden berechneten Warmeabgabe 


= bei den Fettversuchen entfallen auf 
bee ta ‘se Strahlung Wasser- Strahlung Wasser- 

= und Leitung verdampfung und Leitung verdampfung 

Cal Cal > 0, 

82 eg 282.3 52,5 81 19 

2 (| Sa 285,9 55,8 S84 16 

i... P. 288.0 60.3 $3 17 

| ae 300,0 74,1 80 20 

i oe 314.9 58,5 84 16 

BWi Ge 332,7 69.5 83 17 

7) 383,8 125,5 73 27° 

Vis. « 287,2 93.4 75 25 


N. P. = Normalperiode. F. P. = Fiitterungsperiode. 
* In dieser Periode urinierte das Versuchstier. 


i) Verhalten des respiratorischen Quotienten . 


Die respiratorischen Quotienten (RQ.) der Normalperioden 
schwanken, mit Ausnahme vereinzelter Versuche, zwischen 0,72 und 0,74. 
Diese Werte blieben in den ersten Perioden nach der Fiitterung un- 
verandert, nur bei einzelnen Versuchen zeigen sie eine sinkende Tendenz. 
(Versuch 95 0,695, Versuch 97 0,686, Versuch 98 0,678, Versuch 68 
0,684.) Die Werte der zweiten Periode nach der Fiitterung waren in 
der gleichen Héhe wie die der Normalperioden. In der II]. und 
IV. Periode aber zeigen sich oft hohe RQ. (0,791; 0,798), die weder in der 
Hungerperiode noch nach Fettfiitterung vorzukommen pflegen, und auf 
die dann in den folgenden Perioden ein Sinken der RQ. folgt. Da wir 
auf Grund der RQ. unserer zahlreichen Normalperioden und bei unseren 
Scheinfiitterungsversuchen derartige Werte von RQ. nicht beobachten 
konnten, diirfen wohl kaum methodische Fehler als Ursache dieser 
hohen bzw. niedrigen Werte von RQ. anzunehmen sein. Wir glauben 
hingegen, diese Werte als Ausdruck einzelner Phasen der intermediaren 
Fettverbrennung ansprechen zu diirfen, die dann bei langdauernden 
Versuchen kompensativ nicht in Erscheinung treten. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Rubner (11) taBte den bei der Fettverbrennung auftretenden Warme 
zuwachs analog jenem bei den EiweiBbstoffen auf, nur in der Wirkung 
kleiner. Lusk (12) sieht die Ursache der Warmesteigerung nach Fett- 
fiitterung in dem Auftreten intermediarer Fettstoffwechselprodukte, die er 
als Fettplethora bezeichnet. Keine dieser beiden Anschauungen kann die 
bisher auf diesem Arbeitsgebiet vorliegenden Versuchsergebnisse zufrieden 
stellend erkléren, wie z. B. den Befund Koraens (13), der tiberhaupt 
keine Warmesteigerung nach Fettzufuhr fand, oder den Gigons (14), der 
sogar eine Verminderung der Warmeproduktion nach Fettverabreichung 
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feststellte. Aber auch bei den anderen Autoren liegen keine ein 
heitlichen Ergebnisse vor, so findet Lusk (15) nach Fettverabreichung 
héhere Werte der spez.-dyn. Wirkung, Rubner und Benedict (16) wieder 
tietere. 

In der vorherigen Mitteilung konnten wir auf Grund literarische: 
Daten die Vermutung aussprechen, dab die spez.-dyn. Wirkung von der 
Menge der dem betreffenden Organismus zur Verfiigung stehenden 
Reservestoffe in dem Sinne abhangt, daB der Koérper nicht auf dic 
sofortige Verbrennung der frisch zugefiihrten Fettnahrung angewiesen 
ist, sondern zuerst die fiir diesen Zweck bereits vorbereiteten Stoffe 
verwendet. In unseren 19 Versuchen haben wir 17 bis 63g Fett ver 
abreicht, die 143 bis 577 Cal entsprechen. Wiirden die Fette sofort 
verbrannt werden, wie es bei den EiweiBstoffen der Fall ist, dann wire 
bei einer gréBeren Fettgabe eine gréBere spez.-dyn. Wirkung zu er- 
warten, bei einer kleineren Fettgabe eine kleinere spez.-dyn. Wirkung. 
Gerade die Tatsache, daB einerseits oft bei gr6éBeren Fettmengen nur 
ganz kleine Erhéhungen der Warmeproduktion festzustellen sind (Ver- 
suche 61: nach 40,6 g Fett trat eine Warmesteigerung von 3,3 %%, ein), 
andererseits wieder in anderen Versuchen bei kleiner Fettgabe héhere 
Werte der Wiarmesteigerung zu beobachten sind (Versuche 84: 19,6 g 
Fett ergaben eine Warmesteigerung von 11,8°,), zeigt ganz deutlich, 
daB zwischen verabreichter Fettmenge und spez.-dyn. Wirkung kein 
direkter Zusammenhang festzustellen ist. Wir diirfen daher folgern, 
daf die eingefiihrte Fettmenge nicht immer zur sofortigen Verbrennung 
gelangt, sondern der Organismus diese nach Bedarf zu regulieren vermag. 
Das frisch eingefiihrte Fett wiirde nur dann zur sofortigen Verbrennung 
herangezogen werden, wenn kein grobes Reservematerial zur Verfiigung 
steht. Ist ein solches aber vorhanden, dann werden zuerst die schon 
fiir die Verbrennung vorbereiteten Reservestoffe verbrannt. Letztere 
wurden dann infolge des vorbereiteten Zustandes, den man sich in 
Form bereits erfolgter oxydativer Spaltungen vorstellen kénnte, eine 
relativ geringere spez.-dyn. Wirkung zeigen, als frisch eingefiihrte und 
sofort zur Verbrennung verwendete Fette, die zur letzteren nicht 
vorbereitet sind und in diesem Zutsande erst oxydativ tberfiihrt 
werden miissen. Eine Erhairtung dieser Hypothese kann in dem 
Verhalten der spez.-dyn. Wirkung nach Eiweibfiitterung  erblickt 
werden, wobei es zu einer sofortigen Verbrennung mit grofer Warme- 
tonung kommt 

Wir beabsichtigen, zum Beweise unserer Anschauung, das Verhalten 
der spez.-dyn. Wirkung vergleichend bei stark unterernahrten und 
wohlernihrten Tieren zu studieren, um so den EinfluB des vor- 
handenen oder fehlenden Fettdepots auf die Warmesteigerung fest- 


halten zu kénnen. 
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Zusammenfassung. 

l. Zwischen spez.-dyn. Wirkung und verdauter Fettmenge wurde 
kein quantitativer Zusammenhang gefunden. 

2. Diese Erscheinung wurde mit der Ablagerung des aufgenommenen 
Fettes in Reservedepots erklart, so daB es durch die nichterfolgende 
sofortige Verbrennung auch nicht zu einer entsprechenden spez.-dyn. 
Wirkung kommen muB. 

3. Die Warmeabgabe verliuft auch nach Fettfiitterung, wie bei den 
EiweiBversuchen gefunden wurde, nicht synchron mit dem Sauerstoff- 
verbrauch. 
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Verbesserungen der Gasanalyse. 
Von 
R. Margaria. 
(Aus dem physiologischen Institut der kgl. Universitat in Turin, Italien.) 
(Eingegangen am 23, Mdrz 1934.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Voriges Jahr habe ich ber neue Gasabsorptionspipetten berichtet, 
welche vor den tiblichen den Vorteil haben, ein Durchperlen des Gases 
durch die Absorptionsflissigkeit zuzulassen: dadurch wird die Absorp- 
tion bedeutend beschleunigt, weil die Beriihrungsoberflache zwischen 
Gas und Fliissigkeit enorm vergr6Bert wird und die Fhissigkeitsmenge, 
die mit dem Gase reagiert, betrachtlich zunimmt (.Wargaria, 1933). 

Bei einem nach Haldane zusammengestellten Apparat, welcher mit 
solchen Pipetten versehen ist, wird die Absorptionszeit des Gases auf 
50°, und die Zeit einer vollsténdigen Gasanalyse auf ungefahr 80°, 
reduziert. M.E. kann die Absorptionszeit fiir Sauerstoff noch um 
die Halfte verringert werden, wenn man den schadlichen Raum beseitigt. 
Solch ein schadlicher Raum ist in der CO, absorbierenden Pipette 
zwischen dem Fliissigkeitsspiegel und dem Zweiwegehahn enthalten, 
welcher den Durchgang des Gases aus der Biirette nach der CO, oder der 
QO, absorbierenden Pipette bestimmt.  Tatsdchlich beansprucht die 
Absorption des in diesem schadlichen Raum enthaltenden Sauerstoffs 
eine langere Zeit als diejenige des ganzen iibrigen Sauerstoffs. Wenn 
z. B. die vollstandige Absorption des Sauerstoffs zehn Durchginge des 
Gases durch das Pyrogallol beansprucht, dann ist es ratsam, bei einem 
Haldane-Apparat zuerst das Gas achtmal durch das Pyrogallol und 
darauf zweimal durch die KOH-Pipette zu leiten, um den schadlichen 
Raum auszuwaschen; weiterhin fiinfmal durch das Pyrogallol und noch 
zweimal durch die KOH-Pipette, um die letzten Spuren Sauerstoff 
zu erfassen und endlich fiinfmal durch das Pyrogallol. Zusammen 
benétigt man 22maliges Durchleiten, wihrend ohne den schadlichen 
Raum 10 maliges geniigt hatten. In einem neuen Apparat (Abb. 1) habe 
ich den schadlichen Raum beseitigt. 

Die MeBbiirette fiir das Gas ist oben mit einem Zweiwegehahn mit 
L-Bohrung versehen, der durch eine kleine Erweiterung @ direkt zur Ab- 
sorptionspipette fiir CO, und durch einen einfachen Sperrhahn > zu der 
fiir O, fiihrt. Die Absorptionspipette fiir CO, kann unten durch Abklemmen 
einer kurzen Gummiverbindung ¢ abgesperrt werden. Der Spiegel der 
KOH-Lésung wird dicht unter dem Mischraum @ eingestellt. Die Absorption 
des CO, geschieht bei geschlossenem Hahn 6, wahrend Klemme ¢ offen bleibt; 
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nachdem man sich durch zweifache Bestimmung von der vollstandigen 
Absorption der Kohlensiéure versichert hat, wird Klemme ¢ geschlossen und 
Hahn 6 ge6ffnet, wonach das Gas vollstandig in die Pipette zur Sauerstoff- 
absorption geleitet werden kann. Die Ablesung der nach der Sauerstoff- 
absorption zuriickbleibenden Gasmenge wird natiivlich bei Einstellung des 
KOH-Spiegels bei geschlossenem Hahn 6 und bei offener Klemme ¢ vor- 
genommen. 

Im Gegensatz zum Haldane-Apparat darf hier das nach der Sauerstoft- 
absorption zuriickbleibende Gas nicht in die KOH-Pipette zuriickgefiihrt 
werden, und zwar aus weiter unten 


auseinandergesetzten Griinden. Das dep 
Volumen der Mischkammer @ ent- dt ce 


spricht ungefaéhr dem des schad- 
lichen Raumes des Haldane-Appa- 
rates und betragt ungefahr 0,3 ccm: 
es besteht also in beiden Fallen die- 
selbe Wahrscheinlichkeit. daB durch = ~ 
einen falschen Handgriff die KOH- 
Léosung den Hahn b erreicht, und in 








\ , ra) 

beiden Fallen wird derselbe Fehler e a 1\\7 

begangen, wenn wiahrend der Ana- ni J Fz] 

lvse eine Temperaturanderung statt- bid 

findet. Ein solcher Fehler betragt Hae Lit 

aber nur 0,001 cem fiir 1°C Tem- ; t ; so 

peraturanderung und liegt mithin | fe TT | (3) 2 

unter der Empfindlichkeitsgrenze elt el 

der gewOhnlichen Apparate. Lie I aay | bs 
Ein weiterer Vorteil dieser Ein- fim | 

richtung besteht darin, daB die CO, Haid 

absorbierende Fliissigkeit nur mit Hi | 


einer Gasmischung von annahernd 
konstanter Zusammensetzung und 
zwar mit ungefahr 15°, Sauerstoff 
bei Exspirationsluftanalysen und nie 
mit reinem Stickstoff in Bertihrung 
kommt. Es ist schon hervorgehoben 
worden, daB besonders beim Ge- 
brauch von sehr empftindlichen Appa- Q}, — 
raten das Q,-freie Gas von der — a 
KOH-Pipette beim Auswaschen des Abb. 1. 

schadlichen Raumes aus der KOH- a = Mischraum. = Sperrhahn 
Lésung einen Teil des darin ge- ¢ = Klemme mit Sperrhaken. «= Preb- 
lésten Sauerstoffs verdrangt; da- — schraube zur feineren Einstellung des Queck- 
durch wird es unméglich, da sich silberniveaus. e = Klemme zum Absperren 





zwei aufeinanderfolgende Ablesungen des Hg. 

volistandig gleichen. Wenn dann 

in einer folgenden Analyse eine neue Luftprobe mit der KOH-Lo6sung 
in Beriihrung kommt, so absorbiert die L6sung, welche vorher mit Stickstoff 
in Gleichgewicht gesetzt worden war, Sauerstoff aus der Luftprobe und 
gibt Stickstoff an diese ab. Da Stickstoff weniger léslich als Sauerstoff ist, 
so wird dadurch eine Verminderung des Gasvolumens erreicht. Diese Ver 
minderung, die von der CO,-Absorption unabhangig ist, ist auch nicht zu 
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berechnen, da der Grad des bestehenden Gleichgewichts zwischen Absor} 
tionsfliissigkeit und Gasen unbekannt ist. Dieser Ubelstand hatte Kleibe, 
(1933) veranlaBt, einen komplizierten und kostspieligen Apparat zu bauen, 
welcher mit zwei Biiretten versehen ist; die eine dient zur Messung deo 
Kohlenséure, die andere zur Messung der Kohlenséure und des Sauerstoff- 
zusammen. Aus demselben Grunde bestimmte Swift (1933) mittels eines 
Carpenter-Haldane-Apparats zuerst die Kohlenséure allein, und dann di: 
Kohlenséure und den Sauerstoff zusammen. Der hier besprochene Fehler 
steht zwar unter der Empfindlichkeitsgrenze der gew6hnlichen Haldan 
Apparate [Haldane (1912)], doch kommt er zur Geltung, wenn man di: 
weiter unten beschriebenen Pipetten gebraucht, welche zwischen der gas 
férmigen und der gelésten Phase ein rascheres Gleichgewicht als bei de: 
gewOhnlichen Pipetten zulassen. 


Die angegebene Methode, den schadlichen Raum durch die Misch- 
kammer zu vermeiden, kann natiirlich auch bei anderen empfindlicheren 
Apparaten, wie denjenigen von Krogh (1920), Carpenter, Fox und 
Sereque (1929) angewandt werden. 

Einrichtung der Absorptionspipette. Die hier abgebildete Pipette 
die schon vorher von Margaria (1933) beschrieben wurde, hat sich nach 
2 Jahren Gebrauch voéllig bewahrt, wenn einige Einzelheiten bei der 
Konstruktion beriicksichtigt werden. 


Die aus Kapillarrohr hergestellten Ventile miissen auf der oberen 
Verengung der Pipette eingeschliffen sein; der Schlitf darf aber nicht konisch 
sein, denn sonst kann es vorkommen, dai das Ventil stecken bleibt: das 
Ventil darf deshalb nicht auf einer Flache, sondern nur auf einer kreis 
férmigen Linie liegen. Das ist leicht zu kontrollieren, wenn man die Pipette 
etwas seit warts riickt, wobei das Ventil schwingen kann. Die untere Offnung 
des Ventils muB nach oben umgebogen sein, um zu vermeiden, da besonders 
die kleinsten Blaschen in die Kompensationspipette dringen. Der Durch 
messer des Kapillarrohres des Ventils mu 1.0mm fiir die Pipette mit 
10°, KOH und 1,6 bis 1,8 mm fiir diejenige mit Pyrogallol betragen. 
Wenn der Durchmesser des Kapillarrohres gréB8er ist, so kann es vorkommen. 
daB wahrend der Riickfiihrung des Gases in die Biirette die Absorptions 
fliissigkeit und nicht das Gas durch das Ventil gesaugt wird, weil die Arbeit. 
die zum Abheben des Ventils und dadurch zum AbfluB des Gases aus det 
Pipette nétig ist, gr6éBer ist als diejenige, welche den hydrostatischen Druck 
und die Reibung der Fliissigkeit in der Kapillare zu tiberwinden vermag. 
Wenn andererseits der Durchmesser der Kapillaren kleiner ist, dann wird 
der Durchgang der Fliissigkeit bei Einftthrung des Gases zu trage und lang- 
wierig, und dadureh kann die Einstellung der Fliissigkeit lastig werden. 


Zusammenfassung. 


Es wird ein Gasanalysenapparat beschrieben, in dem der schadliche 
Raum zwischen der Kohlensaiureabsorptionsfliissigkeit und dem Gas- 
wege zur Sauerstoffabsorptionspipette beseitigt wird: man vermeidet 
dadurch das ganze Verfahren der Auswaschung dieses toten Raumes. 
In der Kohlensaéureabsorptionspipette befindet sich am Schlusse der 
Absorption ein in seiner Zusammensetzung ziemlich konstantes Gas, 
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dadurch werden eventuelle Fehler vermieden, die von friiheren Unter- 
suchern hervorgehoben wurden und die durch Unterschiede in der 
Léslichkeit des Sauerstoffs und des Stickstoffs bewirkt werden. Es 
werden einige konstruktive Einzelheiten der schon vorher beschriebenen 
\bsorptionspipetten mit Kapillarventilen mitgeteilt. 


Die vollstandige Apparatur, als auch die Absorptionspipetten allein 


kénnen von der Firma Marchisio, Via Belfiore, 55, Torino, Italien, be- 
zogen werden. 
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Zur Kenntnis des physiologischen Blutjodspiegels. 
Von 


Theodor Leipert. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 29. Mdrz 1934.) 


Wenn es auch noch nicht gelungen ist, das ins Blut sezernierte 
Schilddriisensekret in Substanz zu isolieren, so erméglicht es doch 
sein Jodgehalt, es in gewissem Sinne chemisch zu erfassen und seine 
physiologischen Schwankungen quantitativ zu verfolgen. Wir stiitzen 
uns allerdings dabei lediglich auf die Erfahrung, die einen nahen Zu- 
sammenhang zwischen Jodgehalt und physiologisch wirksamer Substanz 
vermuten liBt, im tibrigen jedoch ist die Wahl des Jods als Basis fiir die 
Auswertung des Schilddriisenhormons recht willkiirlich. Zwar hat die 
Mikroanalyse gerade beim Jod durch Anwendung des Multiplikations- 
prinzips zu einer auberordentlichen Verfeinerung des exakten quanti- 
tativen Nachweises gefiihrt, doch bleibt es uns ganz iiberlassen, ob wir 
die ermittelten Jodwerte dem Hormon selbst, oder einer Vorstufe bzw. 
einem Abbauprodukt desselben zuordnen wollen. Die folgenden Unter- 
suchungen beschaftigen sich mit der normalen Schwankungsbreite des 
physiologischen Blutjodgehaltes, dessen Abhangigkeit vom Alter und 
Geschlecht, sowie der Jahreszeit. Besonders aber interessierte uns das 
Verhalten des Blutjods beim Weibe unter den physiologischen Verhalt- 
nissen der Menstruation, der Schwangerschaft und des Wochenbettes. 
Das umfangreiche Untersuchungsmaterial danken wir dem Entgegen- 
kommen des Vorstandes der II. Frauenklinik, Herrn Prof. Dr. Weibel, und 
seines Assistenten Herrn Dr. 7’. Antoine. Eine Revision der bisher 
bekannten Ergebnisse erschien um so wiinschenswerter, als gerade 
einige neuere Arbeiten von einem wesentlich héheren Jodgehalt des 
Normalblutes berichten, als er bisher nach den mit Fellenbergschei 
Methodik erhobenen Befunden angenommen wurde [.Wébius (1), Wid- 
mann (2)]. 

Zur Jodbestimmung im Vollblut leistete uns unsere Jodbestimmungs- 
methode (3) ausgezeichnete Dienste, bei der das organische Material 
mit Chromschwefelséiure zerstért und gleichzeitig das Jod in nicht- 
fliichtige Jodsiure umgewandelt wird. Nach Reduktion mit arseniger 
Saéure wird das frei gewordene Jod mit Wasserdampf im schwachen 
Vakuum in alkalische Vorlagen iiberdestilliert und in iiblicher Weise 
bestimmt. GréBte Reinheit der Reagenzien ist Grundbedingung. Eine 
Reinigung der konzentrierten Schwefelsaure ist nach unseren Erfahrungen 
uberfliissig. Auch das Chromtrioxyd bedarf in der Regel keiner weiteren 
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Reinigung. Immerhin kénnte eine Fabrikation einmal nicht den ge- 
forderten Anspriichen geniigen. (Briefliche Mitteilung des Herrn Doz. 
Dr. A. Sturm, Jena.) Dann reinigt man das Chromtrioxyd zweckmabig 
iiber das Bariumchromat. Man fallt mit iberschiissigem Barytwasser, 
wascht den Niederschlag griindlich durch Dekantieren mit Wasser, 
saugt ab und zerlegt mit etwas mehr als der berechneten Menge Schwefel- 
siure. Man filtriert durch ein Glasfilter vom Bariumsulfat ab, oder 
dekantiert und engt das Filtrat ein, bis 1 cem etwa 1 g ‘Trioxyd ent- 
spricht, was durch jodometrische Bestimmung einer entnommenen 
Probe leicht festgestellt werden kann. 


Zur Analyse werden 10 cem Vollblut in der friiher beschriebenen Weise 
verascht. leccem Blut erfordert im Mittel 1.5 g¢ Chromtrioxyd. Die Vor- 
lagen werden mit je 2 Tropfen 20°, iger Natronlauge. | Tropfen schwefliger 
Saure und 10 cem dest. Wassers beschickt. Die Aufarbeitung des Destillats 
gestaltet sich unter Vermeidung der zeitraubenden Alkoholextraktion wie 
folgt: Die vereinigten Destillate werden in einem Becherglas am Drahtnetz 
eingeengt und in ein 20 cem-Erlenme yer-Kélbchen iibergefiihrt. Nach Zusatz 
von | Trépfchen Methylorange séuert man mit verdiinnter Schwefelséure 
eben an, fiigt 1 cem Schwefelwasserstoffwasser zu und kocht bis zum Ver- 
schwinden des H,S-Geruches. Dabei verschwindet auch die geringe Opal- 
eszenz kolloidalen Schwefels, die in der Regel auftritt und hauptsachlich 
von der Reaktion des Schwefelwasserstoffs mit der schwefligen Séure 
herriuhrt. Die Einschaltung einer Reduktion erwies sich als notwendig. 
Verdiinnt man namlich die Veraschungslésung vor der Destillation zu 
wenig, dann kommt es zu Beginn der Destillation zur Bildung von Schwefel- 
séurenebeln, die Spuren von Chromsaure in die Vorlage mit heriiberreiBen, 
wovon man sich durch die positive Perchromséurereaktion des Destillats 
leicht tiberzeugen kann. Durch Anwendung von Schwefelwasserstoff als 
Reduktionsmittel verhindert man gleichzeitig eine wesentliche Zunahme 
der Aziditaét in der Lésung. bie Oxydation des Jodids zum Jodat geschieht 
in der tiblichen Weise durch Zusatz von 2 Tropfen frisch bereiteten Brom- 
wassers zur kalten, vom Schwefelwasserstoff befreiten Lésung und Ver- 
kochen des Bromiiberschusses. Dabei leisten die im Handel befindlichen 
Siedestabchen sehr gute Dienste. Die Titration des nach Kaliumjodidzusatz 
frei gewordenen Jods geschieht in einem Volumen von 3cem mit n/500 
Thiosulfat. Ausgezeichnet bewahrte sich die Mikrobiirette nach Schwarz (4), 
der wir vor anderen Modellen unbedingt den Vorzug geben. 


Unsere Untersuchungen erstrecken sich auf 40 Normalfalle, ein 
Drittel davon Manner. Wir finden im Vollblut /3 f y-%, Gesamtjod. 
Damit sind wir auch in guter Ubereinstimmung mit den Werten der 
Literatur. Th. v. Fellenberg 11,7 y-% (5), @. Lunde und K. Closs 11 bis 
16 y-%, (6), Holst 8 bis 16 y-%, (7), Veil und Sturm 12,8 y-°, (8), Kendall 
10 bis 17 y-°, (9). 

Unsere Ergebnisse sprechen auch gegen die Ansicht, dab die feuchten 
Veraschungsmethoden wesentlich héhere Werte ergeben, als die trockene 
Veraschung (Mébius). Auch Widmanns Normalwert von 32 y-°, er- 
scheint zu hoch. Berechnen wir die Mittelwerte unter Beriicksichtigung 
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des Geschlechts, dann finden wir beim Manne im Mittel 15.4y-% J 
gegen 12.8 y-%, beim Weibe. Die geringfiigige Differenz berechtigt 
natirlich zu keinen Schliissen. Doch verdient hervorgehoben zu werden, 
dab nach unseren Beobachtungen der Blutjodspiegel beim Weibe inner 
halb des physiologischen Bereiches labiler und gréBeren Schwankungen 
unterworfen ist als beim Manne. 

Kine Zusammenstellung der Blutjodwerte nach dem Alter des 
Menschen zeigt die folgende Ubersicht. 

Alter (Jahre) . . . . 15—20 20—30 30—40 40—50 50—60_ iiber 60 
Zahl der Félle. . . . 8 6 8 5 6 7 
7-9. J (Mittelwert) . 14,9 12,6 13,5 13.0 ‘,) 13,5 

Die Werte gruppieren sich nahe um den Mittelwert von 13 y-°, 
und zeichnen sich durch groBe RegelmaBigkeit aus, gegeniiber Werten 
von Glimm (10), der bei 23- bis 63jahrigen eine Schwankungsbreite 
von 14 bis 35y-%, ohne charakteristische Anderungen in einem be- 
stimmten Alter fand. Nach unseren Untersuchungen laBt sich in keinem 
Lebensabschnitt eine Annaherung an den oberen oder unteren physiologi- 
schen Grenzwert feststellen. Beriicksichtigen wir, daB die Schild- 
driise zwischen dem 25. und 50. Lebensjahre ein Maximum an Jod 
enthalt, dann ist das einheitliche Verhalten des Blutjodspiegels in den 
verschiedenen Lebensabschnitten durchaus verstaéndlich. Doch scheint 
auch die Schilddriise im Alter trotz des verminderten Jodgehalts in 
der Sekretion nicht nachzulassen und so den Blutjodspiegel auf seiner 
Hohe zu halten. 

Wiederholt wurde auf den Zusammenhang der Hohe des Blutjod- 
spiegels mit dem Wechsel der Jahreszeiten hingewiesen. [Breitner (11), 
Veil und Sturm (8).] Wahrend sich der Blutjodspiegel in den Winter- 
monaten an der unteren physiologischen Grenze halt, wurde ein deut- 
liches Maximum im Friihsommer festgestellt. Eine Zusammenfassung 
unserer Werte nach der Jahreszeit ergab fiir November bis April als 
Mittelwert von 15 Fallen 13,6 y-°, fiir Mai bis Juli als Mittel von 
25 Fallen 12,9 y-°,. Ein wesentlicher Unterschied im Sinne von Saison- 
schwankungen des Blutjodspiegels lie8 sich nach unseren Untersuchungen 
nicht feststellen. Vielleicht sind derartige Unterschiede erst an einem 
weit gréBerem Material deutlicher erkennbar. Mit einer Verlangsamung 
des Stoffwechsels im Winter, im Zusammenhang mit verminderter 
Sekretion der Schilddriise, ware ja ein Absinken des Blutjodspiegels 
durchaus vereinbar. Andererseits jedoch lieB sich gerade zwischen 
der Héhe des Blutjodspiegels und des Grundumsatzes bisher kein sicht- 
barer Parallelismus feststellen. Méglicherweise sind die beobachteten 
Schwankungen nur alimentaérer Natur, nur indirekt durch die Jahres- 
zeiten bedingt und bei einem GroBstadter weniger hervortretend als 


bei einem Landbewohner. 
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Die auffalligen Veranderungen der Schilddriise wahrend det 
Graviditat, die Schilddriisenschwellung mancher Frauen wahrend der 
lenstruation lenkten bald die Aufmerksamkeit auf imnersekretorische 
Zusammenhange zwischen Ovarialfunktion und  Jodstoffwechsel. 
Scheringer (12) fand bei menstruierenden Frauen eine 20- bis 25° ige 
Steigerung des normalen Blutjodgehalts von 8 bis 12 y-%. Maurer 
ind Diez (13) beobachteten am ersten Tage der Menstruation einen 
\nstieg des Blutjods um 100°,,. der am zweiten und dritten Tage rasch 
wieder zuriickging. Unsere eigenen Untersuchungen bestatigen diese 
Angaben. Wahrend der Blutjodspiegel noch am Tage vor der Menstrua- 
tion vollkkommen normal ist, erfolgt am ersten Tage der Menses eine 
Steigerung des Blutjods iiber 100°, die ebenso rasch wieder zuriickgeht. 
Blutproben von verschiedenen Frauen zeigten nachstehende Jodwerte: 
0 


1. Tag der Menstruation: 19,1 y-°,, 2: 26,0 y-° 
l 


a 8.5 y-%, 15,2 7- 
Am deutlichsten zeigt sich die schlagartige Anderung des Blutjodspiegels 
in folgenden Werten, die an ein und derselben Frau festgestellt wurden: 
Tag vor der Menstruation: 12,4 
|. Tag der mh 27,5 y-' 
a ap “ 9,0 y-° 
Ob wir allerdings die Ursache dieser plétzlichen und empfindlichen 
Reaktion der Schilddriise auf den Beginn der Menstruation auf das Corpus 
luteum zu beziehen haben [Engelhorn (14)], wollen wir im Hinblick auf 
die langere Dauer des Luteinisierungsprozesses dahingestellt sein lassen. 
Am auffalligsten sind die Veranderungen der Schilddriise waihrend 
der Graviditat. 75 bis 90°, gravider Frauen werden davon betroffen. 
DaB diese Anderungen auf eine erhéhte innersekretorische Tatigkeit 
der Schilddriise in der Gestationsperiode hinweisen, scheint durch 
Blutjodanalysen sehr wahrscheinlich gemacht. Maurer und Diez (13) 
finden Erhéhung des Blutjodspiegels gegen Ende der Schwangerschaft. 
Eufinger und Schulte (15) weisen auf die Bedeutung der organischen 
Komponente des Blutjods hin. Unsere eigenen Untersuchungen um- 
fassen 20 Falle. 





Monat der | Zahl der : he Mittel- Monat der Zahlder : j Mittel 
Graviditat Falle d i wert Graviditat Falle y , wert 
i? 5 17,2 16,5 IV. l 15,1 
15,1 V. 1 36,7 
20,0 VI. 1 22.3 
20,8 VII. I 25.6 
9.4 VII. l 23,2 
II. 4 24.4 19.3 EX, 5 40,5 31.5 
15.6 32.8 
18,2 36,2 
19.0 20.0 
Hi. 1 12.0 98.0) 
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In den ersten Monaten der Schwangerschaft zeigen sich neberira 





Normalwerten gelegentliche Steigerungen des Blutjodgehalts, allerding#ith 


in einem solchen AusmaBe, daB die Mittelwerte eben noch unter ode 
knapp tiber dem physiologischen Grenzwert liegen. Vom dritten Monat 
an handelt es sich um Einzelfalle, doch zeigt sich deutlich, daB di 
Steigerung des Blutjodspiegels in der zweiten Halfte der Schwange1 
schaft ausgepragter wird, um gegen Ende derselben einen Mittelwert 
von 31,5 y-% zu erreichen, der allerdings im Einzelfalle noch be. 
trachtlich tiberholt werden kann. Im Wochenbett sinkt der Jod 
gehalt des Blutes in der Regel in kiirzester Zeit auf den Normal. 
wert. Wir beobachteten allerdings unter sieben Fallen auch zwei 
deren Blutjodspiegel noch am achten Tage des Wochenbettes mit 
30 y-°%, betrachtlich erhéht war. Man kénnte in diesen beiden Fallen 
an eine basedowoide Veranlagung denken. doch lieB sich ein Beweis 
dafiir nicht erbringen. 





Die Frage nach der Bedeutung des erhéhten Jodgehalts im Blute’ 
der schwangeren Frau kann naturgemaé$ nur mit gréBter Zuriick 
haltung beantwortet werden. Maurer und Diez (16) vermuten, daB das’ 
Jod der Anregung des intrauterinen Wachstums diene und suchen diese 
Annahme durch Tierversuche zu stiitzen. Am zwanglosesten erscheint 
uns woh! die Annahme, daB bei der Intensivierung des gesamten Stoff- 
wechsels waihrend der Schwangerschaft auch an die Funktion det 
Schilddriise erhéhte Anspriiche gestellt werden. Dabei schafft der 
Organismus gleichzeitig ein Gefalle vom Jodniveau des miitterlichen 
Blutes zu dem des Fétus: denn das fétale Blut hat, gemessen am 
Nabelschnurblut, einen weit niedrigeren Jodgehalt als das Blut 
der Mutter am Ende der Schwangerschaft. Wir fanden in fiinf 
Fallen im Nabelblut Jodmengen von 10,2, 19,3, 18,2, 16,0, 11,2 y-%, 
im Mittel 14,9 y-%, Werte, die zwar dem _ oberen physiologischen 
Grenzwert zustreben, aber doch betrachtlich unter dem Jodspiegel 
des miitterlichen Blutes gegen Ende der Schwangerschaft liegen. 
Durch dieses Gefalle sind gleichzeitig gimstige Bedingungen fii 
die Bildung einer Jodreserve beim Fétus geschaffen. Nicht undenk- 
bar ware es, daB der organischen Bindung des Jods eine gewisse 
Bedeutung zukommt und da das Kind von der Mutter mit einem 
kleinen Vorrat von organisch gebundenem Jod in den Joddepots 
des Organismus versorgt werde. Fand doch Maurer (17) nicht nur in 
der Schilddriise des Neugeborenen einen relativ hohen Jodgehalt, 
sondern auch im Ovar, das tiberhaupt noch keine hormonale Funk- 
tion zu erfillen hat. 


Im eigentlichen Mineralstoffwechsel des Sauglings scheint das Jod 
keine Rolle zu spielen, wenn wir sein charakteristisches Verhalten in det 
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sich neberirauenmilch betrachten. Analysen der Milch verschiedener Frauen 
. allerding¥iihrten zu folgenden Mittelwerten: 
unter ode 
tten Mona 1. Tag. 26,9 y-%, J 
h, daB dir 5; 23,9 9-9, J 
chwanget 3. 14,3 y-°% J 
Mittelwert 4. 11.8 7-9 J 
noch be. & 7,5 y-% J 
der Jod 


1 Normal. 
uch 
ettes mit 
len Fallen 
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Der hohe Jodgehalt der Kolostralmilch sinkt mit dem Ubergang zur 
reifen Milch in kiirzester Zeit iiberraschend schnell auf ein Niveau, das 
noch unter dem normalen Blutjodspiegel liegt (16). Ein derartiges Ver- 
halten scheint unvereinbar mit der Vorstellung, daB die Milch, die aus- 
schlieBliche Nahrung des Sauglings, diesem an Mineralstoffen alles bieten 
muB, was er zur Bildung neuer Gewebe und zur Erhaltung des Be- 
Doch laBt sich ein abschlieBendes Urteil nicht 
Frage nicht geklart ist, 
Joddetizit 


stehenden braucht. 
fallen, solange durch Bilanzversuche 
Milchnahrung tberhaupt 
die minimalen Mengen Jod, die der Saugling 


die 


ob bei dieser ein zustande 
kommt und ob nicht 
mit der Muttermilch aufnimmt, vodllig ausreichen, um den _ Jodstoff- 


wechsel im Gleichgewicht zu halten. 


Zusammenfassend kénnen wir sagen: 


Der normale Blutjodspiegel liegt bei 15 4y-°, und lift keinen 
Unterschied nach Geschlecht und Alter erkennen. Auch konnten wir unter 
40 Fallen keine durch die Jahreszeit bedingten Schwankungen feststellen. 
Der Blutjodspiegel der Frau steht in nahem Zusammenhang mit der 
Ovarialfunktion. Bei normalem Blutjodgehalt am Tage vor der Menstrua- 
tion folgt am ersten Tage derselben eine plétzliche Steigerung um mehr 
als 100°, die rasch wieder zuriickgebildet wird. Bereits in den ersten 
Monaten der Schwangerschajt strebt der Blutjodspiegel der oberen 
physiologischen Grenze zu, die Erhéhung wird in der zweiten Halfte 
der Graviditat ausgepragter und erreicht am Ende ein Maximum von 
31,5 y-%, im Mittel. Im Wochenbett sinkt der Blutjodspiegel wieder auf 


das normale Niveau herab. Das fétale Blut nahert sich in seinem Jod- 


gehalt der oberen  physiologischen Grenze der Normalblutwerte, 
so daB zwischen miitterlichem und fétalem Blut ein Gefalle  ent- 


steht, das méglicherweise die Schaffung einer Reserve von organisch 
gebundenem Jod beim Kinde Wahrend der 
Lactation sinkt der hohe Jodgehalt der Kolostralmilch in kiirzester 
Zeit auffallend rasch doch daraus fir die Be- 
deutung des Jods im Mineralstoffwechsel des Sauglings keine sicheren 


begiinstigen kénnte. 


ab, lassen sich 


Schliisse ziehen. 
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Zur Frage der Entgiftung der Blausiure. 
Von 
Wolfgang Wirth und Fritz-Giinter Liimmerhirt. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Wirzburw.) 


(Eingeqangen am 27. Mdrz 1954.) 


Seit der Entdeckung von S. Lang! (1895), daB Natriumthiosulfat 
unter bestimmten Bedingungen ein wirkungsvolles Entgiftungsmittel! 
fur die Blausaiure ist, wurden zahlreiche, besonders schwefelhaltige 
Substanzen auf ihre entgiftende Wirkung gepriift. 

Mit keinem dieser Praparate konnten aber wesentlich bessere Ergebnisse 
als mit Natriumthiosulfat erzielt werden. Einen Fortschritt bedeutete 
jedoch die Verwendung von kolloidalem Schwefel durch Wilanesi? und 
durch Forst®. Vor kurzer Zeit teilten Chistoni und Forest: * mit, daB Poly- 
thionate, vor allem Natriumtetrathionat, allen bisher untersuchten schwetel- 
haltigen Praéparaten iiberlegen seien. Ebenso wie bei Natritumthiosulfat 
oder beim kolloidalem Schwefel wird die entgiftende Wirkung des Natrium 
tetrathionats auf die Bildung der sehr viel weniger giftigen Rhodanverbin 
dungen zuruckgefiihrt. 

Neben diesen schwefelhaltigen Priparaten wird neuerdings eine 
Entgiftungsmethode angegeben, deren Wirkungsmechanismus auf einer 
ganz anderen Grundlage beruht. Ausgangspunkt dieser Versuche 
bildet eine Beobachtung von Thunberg5, daB zwischen dem Thiazin- 
farbstoff Methylenblau und der Blausdéure hinsichtlich ihrer Wirkung 
auf Oxydationsprozesse cin Antagonismus besteht. 

Bekanntlich werden durch Blauséure gewisse fermentative und oxydative 
Prozesse gehemmt, wahrend bei Gegenwart von Methylenblau unter be 
stimmten Bedingungen derartige Hemmung nicht eintritt. Diese Beob 
achtungen fiihrten zu weiteren Versuchen, Methylenblau als Entgiftungs- 
mittel fiir Cyanide in vivo anzuwenden. Uber gewisse Erfolge der Methylen 
blaubehandlung bei der experimentellen Vergiftung durch Cyanide berichten 
Sahlin®, Eddy’, Hug*. Geiger® teilte in letzter Zeit auch Falle mit, in denen 
bei Selbstmordversuchen mit Kaliumecyanid Methylenblau lebensrettend 
gewirkt haben soll. Nach Versuchen von Warburg, Kubowitz und Christian!” 
und Wendel!’ kann man die giinstige Wirkung des Methylenblaus bei det 
Blausaurevergiftung in der Weise erklaren. dal} das Haémoglobin de TrotebD 
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® Ebenda 47, 284, 1926. 7 J. Pharm. and exp. Therap. 41, 449, 1931. 
° C.r. Soc. Biol. 111, 89 u. 519, 1932. * J. Amer. Med. Ass. 99, 1944. 
1932. 10 Diese Zeitschr. 221, 494, 1930; 227, 245, 1930. MN Soc. exp. 


Biol. and Med. 27, 624, 1930; J. of biol. Chem. 100, C, 1933. 








456 W. Wirth u. F.-G. Lammerhirt : 


Blutzellen durch Methylenblau zu Methamoglobin oxydiert wird, und 
Methaémoglobin mit Blauséure unter Bildung von Cyanmethémoglobi 
zusammentritt. Die Méglichkeit der Methamoglobinbildung durch Methylen 
blau ist bereits von Combemale' nachgewiesen worden. Es mag aber dahin 
gestellt sein, ob sich hierin der Wirkungsmechanismus des Methylenblau- 
erschépft. Von Hug? sind weiterhin noch andere Methamoglobinbildne 
untersucht worden, von denen sich das Natriumnitrit als Entgiftungs 
mittel dem Methylenblau  iiberlegen erwies. Ebenso werden giinstigy 
Ergebnisse bei Versuchen mit Hunden auf Methamoglobinbildung in 
Blute zuriickgefiihrt, die Chen, Rose und Clowes* 
Amylnitrit erhielten. 


bei Einatmung von 


Die genannten neueren Entgiftungsmittel sind fast ausschlieBlich, 
nach Einspritzung oder peroraler Zufuhr von Cyaniden und Blausaure an 
gewandt worden. Lediglich .W. WM. Brooks* berichtet iiber Entgiftungs 
versuche mit Methylenblau bei Blauséureeinatmung. Ratten, die bis 
zum Eintritt tiefer BewuBtlosigkeit der Blauséiure ausgesetzt waren 
erholten sich nach intraperitonealer Methylenblauinjektion schneller 
als unbehandelte Kontrolltiere. Bei der hohen praktischen Bedeutung, 
die gerade der gasférmigen Blauséiure in der Technik und Industri: 
zukommt, haben wir im Rahmen umfangreicherer Untersuchungen 
am hiesigen Institut® gepriift, inwieweit die erwahnten neuerdings vor- 
geschlagenen Entgiftungsmittel auch fiir die Entgiftung eingeatmete: 
Blausdure in Frage kommen. 


Versuchsanordnung. 


Die Mehrzahl der Untersuchungen fiihrten wir im statischen Versuch 
aus. (Sog. ..ruhendes Gasgemisch".) Zu diesem Zwecke wurde eine ab- 
gemessene Menge einer alkoholischen Blausaéurelésung bekannten Gehalts 
mit Hilfe eines Zerstéubers in den Versuchsraum fein verspriiht, oder es 
wurde auch die Lésung auf ein im Versuchsraum aufgehéngtes Sttick 
Filtrierpapier aufgetraufelt und verdunstet, und dann die Tiere in den 
Versuchsraum eingesetzt. In einem Teil der Untersuchung hatte einer von 
uns (Wirth) auch Strémungsversuche ausgeftihrt, bei denen also ein konstant 
zusammengesetztes str6mendes Blauséureluftgemisch auf die Tiere ein- 
wirkte. Die Blausaéurekonzentrationen wurden nach dem von Flury und 
Heubner (1. ¢.) benutzten Wielandschen Verfahren jodometrisch bestimmt. 


Als Versuchstiere dienten Kaninchen von 2 bis 3 kg und weibe Mause. 
Die Versuche mit Kaninchen wurden in einem Versuchsraum von 1 cbm 


Inhalt, diejenigen mit weiBen Mausen in einem Versuchsraum von 32 Liter 


ausgefiihrt. 


Auf Wiedergabe aller Einzelversuche wird der Kiirze halber ver- 
zichtet. Die Versuche sind in der Tabelle zusammengefaBt. 


1 C.r. Soe. Biol. 48, 300, 1891. — * Rev. Soc. argent. Biol. 8, 523, 
1932; C. r. Soe. Biol. 114, 84, 86, 87, 711, 947, 1933. — 3 J. Amer. Med. 
Ass. 100, 1920, 1933. — 4 Amer. J. of Physiol. 102, 145, 1932. — ° Hier- 


iiber wird ausfiihrlich an anderer Stelle berichtet werden. 
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458 W. Wirth v. F.-G. Lammerhirt : 


1. Prophylaktische Wirkung der Entgiftungsmittel (Schutzwirkung ). 


Bei Kaninchen oder Mausen, denen ' , bis ',, Stunde vor der Bla 
sdure-einatmung Natriumtetrathionat injiziert worden war, traten di: 
Blausdurevergiftungssymptome wesentlich spater auf als bei unh 
handelten Tieren. 

Methylenblau erwies sich in dieser Hinsicht bedeutend wenige 
wirksam. Erst nach Verabreichung relativ héherer Dosen des Far!\, 
stoffes war hier eine gewisse Schutzwirkung festzustellen (20 mg ky 
Tiergewicht bei Kaninchen, 0,1 mg g Tiergewicht bei weiBen Mausen 
Injektionen von Natriwmnstrit- oder Amylnitritlisungen hatten deutlic\|) 
Schutzwirkung, und zwar erwies sich Natriumnitrit hierbei starke 
als letztere Verbindung. 

Der Eintritt der Vergiftungssymptome durch die Blauséure wii 
besonders bei Vorbehandlung mit Natriumtetrathionat und Natrium 
nitrit stark verzégert. Zu eimer Zeit, wo die unbehandelten Kontrol! 
ticre bereits schwere Vergiftungserscheinungen zeigten und zum Tei 
schon zugrunde gingen, liefen die vorbehandelten Tiere noch im 
Versuchsraum herum.  Injektionen von Amylnitritlésungen waren 
schwacher wirksam, am schwachsten Methylenblau. 


2. Heilwirkung durch die Geqenmittel. 

In emer zweiten Versuchsgruppe wurde geprift, ob durch Injek- 
tionen des Gegenmittels weibe Mause auch nach der Einatmung eine: 
sonst tédlichen Blauséiuredosis am Leben zu erhalten sind. Die Gegen 
mittel wurden in diesen Versuchen erst nach Eintritt des Atemstil] 
standes, aber bei erhaltener Herzaktion, verabreicht. 

Bei dieser Versuchsanordnung weist keiner der untersuchten Stoff: 
lebensrettende Wirkung auf. Immerhin ist eine gewisse therapeutische 
Wirkung insofern vorhanden, als die Erholung durch die Gegenmitte! 

ginstig beeinfluBt werden kann. Bei Tieren, die keine tédliche Blau 
sduredosis eingeatmet hatten, bei denen also mit Erholung an frische: 
Luft zu rechnen war, konnte durch nachtragliche Behandlung mit 
Natriumtetrathionat oder mit Amylnitrit die Erholung gegeniibe: 
unbehandelten Tieren beschleunigt werden. Natriumtetrathionat wurd 
in diesen Versuchen Kaninchen in die Vene eingespritzt, Amylnitrit 
dagegen nach der Blauséureeinwirkung von den Versuchstieren (weiBen 
Mausen) in schwachen Konzentrationen cingeatmet. 

Die wenig gimstigen Erfahrungen hinsichtlich der Behandlung 
einer schweren Vergiftung durch Einatmung von Blauséure sind in 
dem raschen Verlauf der Vergiftung begriindet. Die Aussichten, nach 
Einatmung tédlicher Blausauredosen noch eine erfolgreiche Behandlung 
mit chemischen Entgiftungsmitteln durchzufiihren, sind sehr gering 
Hierauf haben Flury und Heubner (1. c.) bereits friher bei Versuchen 
mit Natriumthiosulfat hingewiesen. 
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Zusammenfassung. 

Bisher lagen noch keine systematischen Untersuchungen tiber die 
Entgiftung eingeatmeter Blausiure durch die neuerdings viel genannten 
Gegenmittel, wie Natriumtetrathionat, Methylenblau, Natriumnitrit 
und Amylnitrit vor. Deshalb wurden Versuche mit den genannten 
Mitteln an Tieren ausgefiihrt. 

Bei Vorbehandlung mit den Gegenmitteln verlief die nachfolgende 
Vergiftung durch Blauséiureeinatmung weniger rasch als bei unbe- 
handelten Kontrolltieren. |Natriumtetrathionat und Natriumnitrit 
erwiesen sich in dieser Hinsicht am wirksamsten, weniger Amylnitrit, 
am geringsten Methylenblau. Bei nicht tédlichen Vergiftungen mit 
eingeatmeter Blauséure wurde durch nachfolgende Behandlung mit 
Natriumtetrathionat und Amylnitrit die Erholung der Tiere beschleunigt. 
Nach Einatmung einer sicher tédlichen Blausduredosis konnten durch 
Behandlung mit den Praparaten die Versuchstiere jedoch nicht am Leben 
erhalten werden. 

Die praktische Bedeutung von Beobachtungen an Tieren darf 
nicht, wie es in der Fachliteratur und auch in der Tagespresse geschehen 
ist, iberschatzt werden. Nach den bisherigen Untersuchungen werden 
schwere Vergiftungen durch Blausdureeinatmung durch chemische 
Gegenmittel kaum giinstig beeinfluBt. Dagegen laBt die vielfach sicher 
vorhandene Schutzwirkung erwarten, daf durch die Beschleunigung 
der Erholungszeit die Aussichten auf eine vollige Wiederherstellung 
giinstiger werden. Dies gilt auch fiir die gelegentlich eintretenden Spat- 
wirkungen nach Blausdurevergiftung. Endlich darf nicht twbersehen 
werden, daB die Gegenmittel selbst durchaus keine harmlosen Stoffe 
sind. Vor einer allzu optimistischen Beurteilung dieser Methoden ist 
daher zu warnen. 
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